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l.- ABREVIATURAS
ATTC: Por sus siglas en inglés The American Type Culture Collection
Balb/c: Siglas empleadas para indicar que la cepa es proveniente de ratén albino
°C: Grado Celsius
C3, C4, C8y C9: Fracciones 3, 4, 8 y 9 del complemento
C3ay Cba: Fracciones del complemento 3a y 5a
Ca*?: lon Calcio
Células/L: Numero de células por litro

CINVESTAV: Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional
CO,: Di6xido de Carbono
CP5: Cistein peptidasa 5

CP: Cistein peptidasa

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco
DNA: Acido desoxirribonucleico

Eh: Entamoeba histolytica

HeLa: Nombre que deriva de las primeras dos letras del donador de las células,
Henrietta Lacks

IFN-y: Interferbn gamma

IgA: Inmunoglobulina A

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

Igs: Inmunoglobulinas

IL-18: Interleucina 1 beta

IL-1, 6, 8 y 10: Interleucinas 1, 6, 8 y 10
MAPK: Protein cinasa activida por mitdgeno

MUC2: Glicoproteina secretora mucina-2



NADPH: Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
O-GIcNAc: O-GlucosilNAcetilacion

NO: Oxido nitrico

PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos

PBS-A: Solucién amortiguadora de fosfatos amibiana
pH: Potencial de hidrogeno

RPM: Revoluciones por minuto

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute

SFB: Suero Fetal Bovino

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TY1-S-33: Medio de cultivo amibiano

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

um: Micrometro

uL: Microlitro
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II.- INTRODUCCION

1.- Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad parasitaria causada por el protozoario sarcodino
Entamoeba histolytica (Eh). Es la Unica reconocida como patégena, mientras que
Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii, Entamoeba hartmanni entre otras se
consideran como no patogenas (Gomila et al., 2011). Las infecciones por Eh
tienen alta incidencia en paises pobres provocando cerca de cien mil muertes por
afio en el mundo, motivo por el cual hoy en dia se continda realizando estudios
para comprender mejor su patologia. La infeccion suele contraerse cuando se
ingiere agua o alimentos contaminados con quistes del parasito, por contacto
sexual, por contacto con objetos contaminados, solo por mencionar algunos. Eh
invade principalmente el intestino, lugar donde se desenquista y se presenta en su
forma invasiva que es como trofozoito. Durante el estadio del trofozoito en el
intestino, puede provocar colitis amibiana (lesiones ulceradas en las capas de las
mucosas Yy submucosas) y en ocasiones, puede manifestarse de forma
extraintestinal provocando lo que se conoce como absceso hepatico, el parasito
puede perforar la mucosa intestinal (Quach et al., 2014; Singh et al., 2019) e
invadir diversos tipos de tejidos del cuerpo dentro de los que ya se han reportado

casos de: rifidn, pulmén, cerebro, zona anal entre otros. (Pérez et al., 2006).

Los Unicos seres vivos que son susceptibles de infectarse por este parasito son el
ser humano, ciertos primates en cautiverio, el hamster y el jerbo (Pérez et al.,
2006). La amibiasis provocada por este parasito se caracteriza por inflamacién
aguda y necrosis en el intestino grueso y otros 6rganos. Se han reportado
diferentes mecanismos de muerte celular dentro de los cuales encontramos: el
beso de la muerte, la fagocitosis (Shibayama & Tsutsumi ,2013) y moléculas que
participan en la induccion de muerte como: amiboporos, fosfolipasas,
colagenasas, adhesinas y proteasas de cisteina (Pérez et al., 2006), considerando
también la participacion de microbiota bacteriana, que si bien no es un mecanismo

de muerte es un factor que contribuye de forma importante en su patogenicidad.
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2.- Morfologia de Entamoeba histolytica

Durante el ciclo de vida de Eh se encuentra en dos formas: quiste el cual es
resistente a diferente factores ambientales, no cuenta con movilidad y el trofozoito

que es la forma invasiva y movil. (Pérez et al., 2006; Vazquez et al., 2012).

2.1.- Quiste

Es la forma infecciosa de Eh y mide de 10 a 15 micras de diametro, tiene forma
esférica u oval, durante su ciclo de vida se divide por mitosis sucesivas hasta tener
un total de cuatro nucleos. Cuenta con una pared resistente de quitina y su
citoplasma tiene barras cromatoidales de bordes curvos y una masa de glucégeno
cuando es inmaduro. Cuando los quistes maduros son ingeridos por un
hospedero, estos se desenquistan en el intestino delgado dando origen a los

trofozoitos (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015).

Los quistes sobreviven a condiciones humedas durante el periodo de una semana
con una temperatura de 28 °C a 34 °C y hasta un mes si la temperatura es menor.
Son resistentes al acido clorhidrico y no mueren con el tratamiento de cloracién,
para generar su muerte se recomiendan procesos como ebulliciones, desecacion,

exposicion a luz solar, yodo y calor (Romero et al., 2008; Gomila et al., 2011).

2.2.- Trofozoito

Es la forma invasiva de Eh, tiene diferentes dimensiones segun su localizacion
por lo general van de entre 10 a 60 micras. Los trofozoitos son anaerobios
facultativos con forma irregular ameboide alargada (Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015) y se caracteriza por producir
seudopodos, filopodios cortos y largos, grandes uropédos retractiles en la parte
posterior, pseuddpodos, ampollas y otras estructuras, lo que le permite
desplazarse (Sierra et al., 2018). En el citoplasma existe un citoesqueleto formado
por microfilamentos de actina y miosina, el aparato de Golgi es ausente es
reemplazado por un sistema vacuolar, formado por una red de canales y vacuolas
digestivas en cuyo interior se encuentra la fosfatasa acida y las nucleotidasas.

También cuenta con ribosomas y varias inclusiones de distinta naturaleza, tiene un
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ndcleo con endosoma en posicidon central y cromatina periférica regularmente
distribuida (Romero et al., 2008).

Los trofozoitos de lesiones intestinales tiene un tamafio de 20 a 40 micras,
sobrevive poco tiempo fuera del organismo, mueren muy rapido con acido
clorhidrico, enzimas digestivas y diferentes cambios ambientales fisicoquimicos
(Romero et al., 2008).

3.- Ciclo de vida

El ciclo de infeccion por Eh es generado por via oral-fecal y comienza con la
ingestion de quistes maduros. La transmision ocurre por medio de diversos
factores como son: contacto directo, fomites, transmisores biologicos en el arrastre

mecanico de los quistes (Saavedra & Olivos, 2017).

Eh es un parasito microaerofilo el cual obtiene su energia mediante la conversion
de glucosa a piruvato. A pesar de carecer de mitocondrias este cuenta con el ciclo
de los acidos tricarboxilicos y tiene una cadena respiratoria lo que permite que el
trofozoito sea capaz de sobrevivir en una atmdsfera con baja presencia de

oxigeno (Romero et al., 2008).

En forma de quiste que es como se encuentra en el medio ambiente, es capaz de
sobrevivir semanas y hasta meses, siendo diseminado por agua, tierra, aire,
alimentos, bebidas, objetos, etc, hasta que el quiste es ingerido por el individuo.
Una vez que llega al estbmago, la pared quistica comienza a reblandecerse, por la
interaccion con los jugos duodenales hasta que se rompe y deja libre al trofozoito
metaciclico. El desenquistamiento inicia con 4 nucleos que daran origen a 8
trofozoitos uninucleados eso lo hacen por medio de su forma de reproduccién la
cual es division binaria (Berrueta, 2019), cuando el parasito vuelve a realizar el
proceso de enquistamiento ocurre una particion maltiple del nucleo antes de que
se divida el citoplasma. El procesos inicia con la formacion de un prequiste, el cual

se genera cuando las condiciones del medio ambiente son poco favorables,
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comienza a inmovilizarse hasta que deja de emitir seud6podo y aparece una pared
gruesa, conocida como pared quistica, para posteriormente ser expulsado junto
con las heces y comenzar nuevamente su ciclo Figura 1 (Gémez et al., 2007;
Romero et al., 2008).

Por otra parte hay trofozoitos que no salen al medio ambiente, se adhieren a la
superficie del intestino e invaden los tejidos hasta romper la integridad de la
superficie de la mucosa, produciendo lesiones ulcerosas que van creciendo hasta
que el trofozoito puede llegar a los vasos sanguineos del intestino, una vez en la
circulacion enterohepatica llega al higado en donde puede causar lesiones y la
ruptura de la capsula de Glisson permitiendo la invasion de tejidos cercanos como
el diafragma, visceras, pared abdominal entre otros. Ademas es posible que del
higado también salgan trofozoitos a la circulacién y se distribuyan a cualquier
organo, aparato o sistema mediante la sangre (Romero et al.,, 2008; Berrueta,
2019).

S s
S = \

Ingestion de agua
o alimentos
contaminados

Excrecion
en las heces

Enquistamiento
en colon

\

Desenquistamiento
en intestino delgado

/

Trofozoito

e T e

Colonizacién Colitis Abseso hepatico
asintomatica amibiana amibiano

Figura 1. Ciclo biologico de Entamoeba histolytica y las manifestaciones clinicas de la
infeccion en humanos (Hustonet al., 1999).
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4.- Epidemiologia de la amibiasis en México y el mundo

La amibiasis continua siendo un problema de salud publica a nivel mundial, su
prevalencia es principalmente en areas tropicales y subtropicales con condiciones
higiénico-sanitarias deficientes. Esta enfermedad es endémica en México, India,
Indonesia, Asia, las regiones semiaridas y tropicales de Africa y partes de América
Central y de América del Sur (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo, 2015), es la responsable de 40,000 a 100,000 muertes al afio. Ademas se
encuentra relacionada con aspectos sociales, econdmicos, culturales, histéricos y
politicos, en paises en desarrollo es muy comun debido a la migracion de
poblaciones procedentes de zonas endémicas. Las complicaciones de la amibiasis
son: amibiasis hepética, cerebral, pulmonar, mediastino-pericardica,
pleuropulmonar solo por mencionar algunas (Gomez et al., 2007; Romero et al.,
2008). Se ha descrito que la amibiasis afecta alrededor del 10% al 20% de la
poblacion mundial y alcanza prevalencias de 30% y hasta 55% en regiones
tropicales y subtropicales con malas practicas de higiene. En Colombia y Brasil se
calculan prevalencias de hasta 40%, en Costa Rica del 27% al 55%, en
Bangladesh y Arabia hasta 30%, en la ciudad de México se informaron valores de
prevalencia del 55%, mientras que en el area rural de Michoacan se encontré una
prevalencia de 7.2%. A la fecha se considera la tercera parasitosis causante de
muerte en el mundo, s6lo después del paludismo y la esquistosomiasis, con 40 a
110 mil muertes (Mora & Zerpa, 1992).

Eh afecta ambos sexos sin embargo en forma hepética se presenta de 7 a 10
veces mas en el sexo masculino, como complicacion de colitis fulminante o
necrosante hay un 0.5 % de casos, con una mortalidad del 40%, mientras que la
forma hepatica con ruptura intraperitoneal es del 2% al 7% (Romero et al., 2008),
infecta alrededor del 10% de la poblacion a nivel mundial, de ella solo 1%
desarrolla la enfermedad y se calcula que cerca de 100,000 enfermos mueren por

complicaciones (Gémez et al., 2007; Saavedra E. & Olivos A., 2017).

La amibiasis en México constituye uno de los principales motivos de consulta con

aproximadamente medio millén de casos al afio (Gomez et al., 2007; Saavedra E.
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& Olivos A., 2017). Se han encontrado los siguientes porcentajes promedio sobre
poblacién total: 20% de portadores, 2% de enfermos, 5.9% de seropositivos y
muertes entre 0.1% y 0.2% de los enfermos (en numeros: 16 millones de
portadores, 1.3 millones de enfermos y 10 mil a 30 mil muertes). Con base a estos
datos, puede afirmarse que la amibiasis se encuentra entre las primeras causas
de morbimortalidad en el pais (Gutiérrez, 1987; Martinez, 1989; Saavedra E. &
Olivos A., 2017).

La amibiasis en México esta dentro de las 20 principales causas de enfermedad
en la poblacién de ahi su importancia (Tabla 1). Un estudio seroepidemioldgico
reportd que al menos el 8.41% de la poblacién tiene anticuerpos anti-amibianos.
(Romero et al., 2008; Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud del Gobierno Federal, 2018).
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Codigo de la lista detallada

lﬁmm irmi
Padecimiento CIEY R .

JC0-J05, J20, 121 excepto J02.0 ¥

1 Infecciones respiratorias agudsas
030
Infecciones intestinales por otros
2 ) . Aol AGR-AO9 excepto ADB.O
organismos yw las mal definidas

3 Infeccion de wias urinarias ME0, MG, ME3S0
& Ulceras, gastritis y duocdenitis K2G-K2a
5 Gingneitis w enfermedad pericdontal KOS
= Conjuntivitis H1O
T Ortitis media aguda HE&5 0-Ha51
E=] Orbesidad Ect
= Wuhsowvaginitis M7E
10 Hipertension arterial no-ns
n D-abetes mellitus no insulinodependiente E1-El4%
[Tipo )
12 Inboxicacion por picadura de alacran TEI. 2 K¥F2
1= Asrma J45, D45
T Insuficiencia venosa periferica 1872
15 Farimgitis v amigdalitis estreptocacicas 1020, J03.0
I |1 = Amebiasis intestinal A0 - 4065, A0DES
7 Candidiasis urogenital B37 3-B37.4
1A Cobrers it BoS-BET, BTO-BYE, BTYE, BY9, BE]-
== nElrmnhEss BB3 excepto B73 v BTS
15 Waricela B0l

Accidentes de transporte en wvehiculos con
20 motor V202G, VAO-WVTS

Total 20 principales causas

rras Ccausss

Tabla 1. Principales causas de enfermedades nacionales ubicando a la amibiasis en la posicion dieciséis (Direccion General
de Epidemiologia de la Secretaria de Salud del Gobierno Federal, 2018).

17



5.- Patogénesis de Entamoeba histolytica

Eh comienza su infeccion cuando es ingerida como quiste por alimentos, agua u
objetos contaminados, una vez en el intestino se desenquista para dar origen a los
trofozoitos que es su forma invasiva, como ya se ha mencionado anteriormente
algunos vuelven a generar el proceso de enquistamiento y salen junto con las
heces, otros trofozoitos se quedan en el intestino y dan comienzo a la invasion, la
cual inicia con el beso de la muerte es decir que los trofozoitos interaccionan con
las células blanco generando en primera instancia el proceso de fagocitosis,
seguido de la liberacién de sus diferentes moléculas comenzando con las lecitinas
las cuales le ayudan a adherirse a las células intestinales y degradan la mucosa
con el objetivo de que después los amiboporos puedan adherirse y generar poros
en la membrana de las células blanco provocando la liberacion de su contenido el
cual posteriormente sera degradado por las proteasas de cisteina para que la
amiba puede consumir los nutrientes y pueda continuar con su ciclo de vida. A
continuacion se describe de forma mas detallada cada uno de los procesos de
mecanismo de muerte celular de Eh (Garza et al., 1982; Shibayama & Tsutsumi,
2013).

6.- Mecanismo de muerte celular que induce Entamoeba histolytica

Como ya se ha mencionado anteriormente este parasito es capaz de invadir
diferentes tipos de tejidos, produciendo principalmente lo que se conoce cOmo
colitis amibiana y absceso hepatico (Quach et al., 2014; Singh et al., 2019). Para
la invasion en los diferentes tejidos del hospedero, este realiza diferentes
mecanismos con los cuales induce la muerte de las células blanco en cuestion,
dentro de ellos encontramos: el beso de la muerte, la fagocitosis (Shibayama &
Tsutsumi ,2013) y moléculas que participan en la induccién de muerte como:
amiboporos, fosfolipasas, colagenasas, adhesinas y proteasas de cisteina (Pérez
et al., 2006), considerando también la participacion de microbiota bacteriana, que
si bien no es un mecanismo de muerte es un factor que contribuye de forma

importante en su patogenicidad (Shibayama & Tsutsumi ,2013).
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6.1- Beso de la muerte

Se piensa que el primer paso para la invasion es la adhesion de los trofozoitos a
las células blanco, sin embargo se ha encontrado que en microcinematografia se
observa como las amibas tocan a las células blanco pero no se aferran a ellas; lo
gue se conoce como el hit and run, "golpear y huir". Hay consenso general de que
esa interaccion, es necesaria ya que de no ocurrir, no se inicia la fase siguiente, la
del dafio de la célula. Esto sugiere que por si solas, las amibas no liberan al medio
los componentes que afectan las células sino que requieren de algun tipo de
activacion, por ejemplo: la interaccion con la células blanco que les permite liberar
sus toxinas amibianas que en algun punto se concentran y ejercen su accion litica,
comenzando la adhesién de los trofozoitos por medio de la adhesinas (Garza et
al., 1982).

Se han realizado experimentos en los se indujo la formacion de abscesos
hepaticos amibianos en los ratones, los resultados mostraron lesiones amibianas
en el absceso del higado de los ratones lo que sugiere que la citélisis inducida por
los trofozoitos en estas condiciones pueden contribuir al desarrollo del absceso
hepético y que el contacto directo de las amibas (beso de la muerte) puede ser el

primer paso de la muerte celular (Shibayama & Tsutsumi, 2013).
6.2- Fagocitosis

Es la ingestion de microorganismos o particulas de materia resultantes de la rotura
del tejido por los leucocitos polimorfonucleares, monocitos o fagocitos histicos. El
proceso de fagocitosis se realiza mediante varios procesos que son: opsonizacion
(recubrimiento de inmunoglobulinas o complemento a las bacterias o antigenos),
ingestion (después de la fijacion la bacteria es incorporada a la célula, rodedndola
con seudopodos del fagocito), y por udltimo destruccién de las bacterias o
antigenos mediante la degradacién por enzimas, pH acido en la vacuola, proteinas
cationicas, lactoferrinas, anion superoxido o peroxido de hidrogeno (Shibayama &
Tsutsumi, 2013).

Eh es un parasito que también realiza la fagocitosis de glébulos rojos

(eritrofagocitosis) es una caracteristica muy comun en las amibas invasoras y su
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presencia en el citoplasma fue uno de los criterios biolégicos usados para poder
reconocerlas en heces disentéricas y lesiones hepdéticas. Sin embargo, en
estudios recientes se demuestra que no necesariamente realizan eritrofagocitosis

en todos los casos (Shibayama & Tsutsumi, 2013).

La fagocitosis es un proceso que requiere la presencia de miosinas las cuales son
proteinas motoras que se mueven sobre el citoesqueleto de actina para impulsar
los procesos celulares (Gautam, 2019). Durante la fagocitosis amibiana participan
diversas adhesinas, el citoesqueleto y enzimas digestivas, entre otras moléculas
de las amibas. Una vez adherida a las células blanco causa su muerte para
después fagocitarla y procesarla en vacuolas (lisosomas y fagosomas) en donde

se degradan los fragmentos celulares (Shibayama & Tsutsumi, 2013).

6.3- Moléculas que participan en lainduccion de muerte celular

El primer paso de Eh para la agresion a las células blanco, es la interaccion que
tiene Eh con estas para comenzar a liberar sus toxinas, seguido de la adhesion
gue se genera por medio de la lectina. Esta funciona como una adhesina que tiene
gran afinidad por la galactosa sustancia que es abundante en células del colon.
Una vez que Eh se adhiere, las células blanco muestran alteraciones como la
desaparicion de microvellosidades, pérdida de cohesion en uniones intercelulares,
creando espacio entre las células. Las alteraciones provocadas en las células
blanco también pueden deberse a proteinas liberadas por la amiba, como el
amiboporo. Esta proteina produce poros en la célula, permitiendo la entrada y
salida de iones rompiendo el gradiente iénico indispensable para las funciones de

las células (Garza et al., 1982; Shibayama & Tsutsumi, 2013).

La degradacion vy lisis celular continda con la liberacién de proteasas como la
fosfolipasa, la colagenasa y la proteasa de cisteina que son capaces de degradar
la laminima, la fibronectina y la colagena. Ademas el trofozoito puede destruir
células polimorfonucleares desde el inicio del proceso infeccioso liberando

enzimas que lo ayudan con la lisis celular (Romero et al., 2008).
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Las amibas se movilizan hacia espacios intercelulares provocando un mayor dafio
a las células blanco (Garza et al., 1982). Ademas es importante mencionar que
para el desarrollo de la amibiasis se requiere de determinados factores
caracteristicos del hospedero como son: estado nutricional, pH intestinal, biota

intestinal, estasis fecal y estado inmunolégico (Romero et al., 2008).

6.3.1- Lectinas de Entamoeba histolytica

Son proteinas que se unen a azucares, con las que se inicia el proceso de
invasion por la amiba, solo una de ellas se encuentra perfectamente caracterizada
y se conoce con el nombre de lectina galatosa/N-acetil D-galactosamina
(Gal/GalNAc), su proteina nativa estd compuesta como un heterodimero de 260
kDa, consistiendo de una subunidad pesada (170 kDa) unida por un enlace
disulfuro a la subunidad ligera (35/31 kDa, los cuales se asocian de forma no
covalente con una segunda subunidad intermedia (150 kDa)(Shibayama &
Tsutsumi ,2013; Min et al., 2016). Las funciones de las subunidades intermedias
son desconocidas; aunque parece haber alguna relacion para la subunidad ligera
en la citotoxicidad y la subunidad intermedia puede ser el antigeno que se ha
caracterizado como una molécula de unién a la fibronectina similar a la integrina
(Ralston & Petri, 2011). Por otra parte se ha demostrado que la adherencia
amibiana puede inhibirse con diferentes tipos celulares, como son células
epiteliales, eritrocitos, neutrofilos entre otros. Ademas la lectina como mecanismo
de defensa se une a moléculas del complemento como: C8 y C9 provocando que
ya no se genere el ensamble del complejo a la membrana de las proteinas de los

trofozoitos (Romero et al., 2008).

Existen otras proteinas implicadas en la adherencia tales como la lectina de
superficie celular de 220 kDa, la cual es inhibida en presencia de polimeros de N-
acetil glucosamina y la adhesina de 112 kDa, esta fue descubierta cuando se
realizaban estudios con uso de mutantes deficientes en adherencia, esta ultima
presenta actividad de proteasa de cisteina lo cual pareciera indicar que también
participa en la degradacion de distintas moléculas durante la invasién (Shibayama

& Tsutsumi,2013; Kato et al., 2017). Todas las adhesinas mencionadas
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anteriormente participan en la union de Eh a la superficie de globulos rojos y a la
eritrofagocitosis ya que los globulos rojos las proveen de hierro que es
indispensable para la adherencia y citotoxicidad de esta (Romero et al., 2008;
Ralston & Petri, 2011).

6.3.2.- Amiboporos

Una vez que la amiba ha iniciado la infeccion en el hospedero por medio de
lectinas procede a utilizar otros mecanismos para continuar con su proceso de
invasion. Esto lo hace mediante el empleo de péptidos que producen poros en las
membranas de las células diana a los cuales se les conoce como amiboporos
(Andra et al.,1996). Estos son indispensables para la virulencia de Eh ya que
estudios realizados en los ultimos afios indican que la ausencia de amiboporo o el
blogueo de su actividad disminuye la virulencia de esta (Zhang et al., 2004). El
amiboporo tienen gran similitud de secuencia con las proteinas NK-lisina y
granulisina las cuales permeabilizan la membrana de los mamiferos (Ralston &
Petri, 2011). Su peso moleculares va de 5 a 30 kDa (Shibayama & Tsutsumi,
2013) y pertenecen a la familia de la SAPLINPs (saposin-like proteins), son
dependientes del pH y de la presencia de sales en el medio en el que se
encuentre. Ademas pueden inducir la formacién de poros en liposomas sintéticos y
son maximamente activos a pH 5.2 (Ralston & Petri, 2011), ya que su actividad se
ve marcadamente disminuida a pH con valores por encima de 6 (Bruhnet al.,
2003).

La protonacién de su uUnico residuo de histidina y el proceso de dimerizacion son
indispensables para la actividad del amiboporo. Este genera una estructura con
forma de anillo que cuenta con una superficie exterior hidrofébica y un interior
hidrofilico, lo cual le permite la perforacion sobre la membrana de la célula blanco
(Hecht et al, 2004).

Existen tres isoformas del amiboporo: A (Figura 2), B y C cada una con un tamafio
de 77 residuos de aminoacidos estabilizados por tres enlaces disulfuro, dispuesto

en cuatro dominios de a-hélice en su mayoria anfipaticos (Andra et al., 1996). Se
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ha encontrado que estos tienen actividad citolitica in vitro, ya que se puede
insertar en la membrana de células eucariotas y bacterianas provocando una lisis

celular (Romero et al., 2008).

w

Figura 2.Estructura de amibiporo A. Representacién en cinta de
la estructura promedio minimizada de energia. Los enlaces
disulfuro se representan en azul, y los términos N y C estan
etiquetados, las hélices estan numeradas por ndmeros romanos
(Hecht et al, 2004).Nota: Figura creada usando GRASP

Se sabe que hay diferentes tipos de amibas que estan clasificadas como
virulentas y no virulentas. Sin embargo hay estudios que revelan que una amiba
no virulenta (E. dispar) es capaz generar dafio a tejidos por medio de amiboporo
A. Esta molécula tiene una relacion estrecha con el amiboporo A de Eh, hay
estudios in vitro en las que ambas amibas son capaces de matar células blanco
empleando el amiboporo A. Si se compara la actividad formadora de poros en

considerablemente mas alta en Eh que en E. dispar (Nickel et al, 1999).

Por otro lado hay indicativos de que la maquinaria de apoptosis es activada por los
amiboporos cuando afectan a los hepatocitos (Shibayama & Tsutsumi, 2013).
Ademas se ha demostrado que los amiboporos son capaces de destruir
hepatocitos a distancia ya que estos muestran condensacion de la cromatina

nuclear y fragmentacion del DNA internucleosomal (Romero et al., 2008).

6.3.4- Proteasas de cisteina

Como paso final de la infeccion Eh hace uso de proteasas de cisteina las cuales

realizan una actividad proteolitica (Ralston & Petri, 2011). Estas proteinas realizan
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la degradacion de los componentes de la matriz extracelular, de la colagena, la
elastina, el fibrinbgeno y la laminina. Las proteasas de cisteina (CP) tienen como
funcion el desprendimiento de las monocapas celulares en in vivo. Ademas
interfieren con la funcién del sistema inmune al hidrolizar a C3, 1gG, IgA y a las
anafilotoxinas C3a y Cb5a, las cuales afectan la actividad de los neutréfilos en el
absceso hepético amibiano (Shibayama & Tsutsumi, 2013).

La funcion de las CP es la digestion de las bacterias y los globulos rojos (Romero
et al., 2008), también tienen participacion en la degradacion de la mucina del
intestino para permitir que Eh penetre mas facilmente entre las células (Cornick &
Chadee, 2017) y realiza la activacion de diferentes enzimas implicadas en su
virulencia. Se ha encontrado a una CP de interés que pertenece a la superfamilia
de la papaina, es conocida como CP5, fue encontrada en la membrana de los
trofozoitos y su funcion es la destruccién tisular (Romero et al., 2008; Shibayama
& Tsutsumi, 2013). En estudios recientes se mostré que la eliminacion de esta
proteinasa en las amibas genera una disminucion en la degradacion de la mucina
y mayor destruccion celular. Ademas de que amibas deficientes en esta enzima
mostraron menor actividad fagocitica y reduccion en el tamafio del absceso

hepético experimental (Shibayama & Tsutsumi, 2013).

Otras evidencias indican que la amiba se une con alta afinidad a la mucina MUC2
a través de una lectina de adherencia de subunidad pesada de 170 kDa que se
dirige especificamente a las cadenas laterales de Gal / GalNAc, provocando con
ello que se deje de producir mucina y que las proteasas de cisteina degraden el
resto, para poder introducirse entre los espacios celulares y continuar con la lisis
celular (Cornick et al., 2016).

La cantidad de proteinasas secretadas por los trofozoitos de Eh es lo que la
diferencia de la especie no patogena E. dispar, los trofozoitos amibianos pueden
secretar de 10-10,000 veces mas niveles de CP que las de E. dispar (Romero et
al., 2008).
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7.- Participacién de microbiota bacteriana

La interaccion entre las amibas y la microbiota bacteriana del intestino grueso
constituye el inicio de las primeras interacciones hospedero-parasito que podrian
dar inicio a la enfermedad (Shibayama & Tsutsumi, 2013). Estudios realizados por
el CINVESTAV han demostrado que las bacterias favorecen a que las amibas
generen muerte celular. Se encontré que los individuos que manifestaron la
enfermedad, ademas de ser portadores del parasito, tienen asociada alguna
bacteria enteropatdgena como se ha observado a Shigella la cual “activa” al
patogeno (Meza, 2011). Por otra parte se ha observado que animales libres de
gérmenes son resistentes a la infeccion por Eh, pero la introduccion de una
especie bacteriana restablecio la patogénesis amibiana. Se ha demostrado que la
axenizacion (es decir, la eliminacion de bacterias asociadas) de trofozoitos
cultivados xénicamente disminuye la virulencia y ademas la incubacion de
trofozoitos axénicos con bacterias vivas restaurd la virulencia, lo cual es

dependiente de la interaccion (Nakada & Nozaki, 2016).

Algunos reportes indican que las bacterias sensibilizan el epitelio intestinal y
facilitan la adhesion de las amibas sobre las células intestinales propiciando un
ambiente para que se manifieste la amibiasis. Al adherirse las amibas a las células
intestinales pueden causar inflamacién, este efecto se incrementé cuando hay
presencia de bacterias. Ante estos hallazgos, se podria pensar en una estrategia
para bloquear la unién entre la amiba y la célula epitelial durante la infeccion
mixta, con lo que disminuiria el estado inflamatorio de los pacientes y la amibiasis

no podria manifestarse (Meza, 2011).
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8.- Amibiasis extraintestinal y su relacion con: las células HepG2, la linea
celular RAW, los macrofagos peritoneales, los macréfagos diferenciados de
médula 6sea, las células HelLa, las células HEp-2, las células A549 y las

células Vero

La amibiasis por Eh se presenta de dos formas intestinal y extraintestinal esto
debido a factores exdgenos y enddgenos. La manera extraintestinal llega al
higado produciendo amibiasis hepética que a su vez puede por via hematégena
llegar a diseminarse al sistema nervioso central, pulmén, rifidén, peritoneo etc.
(Pérez et al., 2006). Eh puede llegar a cualquier parte del cuerpo incluso hay
casos de la amibiasis epitelial debido a una mala higiene entre otras cosas como
la sexualidad (Romero et al., 2008; Quach et al., 2014). Para fines de este trabajo
nos centraremos en: el higado el pulmédn, el rifién, cutdneo y para el caso de los
macrofagos sera con respecto al sistema inmune asi como su relacion con la linea
celular RAW, macrofagos peritoneales, macrofagos diferenciados de médula 6sea,

células Hela, células HEp-2, células HepG2, células A549 y células Vero.

8.1.- Amibiasis hepética

Se sabe que entre los sitios mas favorables para el desarrollo de los parasitos
intestinales es el duodeno, ileon, ciego e intestino grueso (Romero et al., 2008), tal
es el caso de Eh la cual habita en el lumen intestinal. De forma extraintestinal
suele colonizar en el higado, generando lo que se conoce como absceso hepético
amibiano (AHA), este ultimo ocurre en al menos el 1% de los individuos infectados
(Rodriguez et al., 2010).

Un absceso hepéatico es una necrosis de los hepatocitos y mudltiples
microabscesos que confluyen (Castillo et al.,, 2014) y generan una cavidad
supurativa en el higado cuyo resultado es debido a la invasién y proliferacion de
microorganismos a través de la lesion por via hematdgena o biliar. Suelen
localizarse en el I6bulo derecho, debido al flujo sanguineo porta secundario que es

donde se encuentra la mayor irrigacion (Romero et al., 2008).
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La generacion de un absceso hepatico amibiano comienza por la invasion del
tejido la cual es favorecida por la motilidad que posee el parasito. Para el
movimiento del parasito a través de células intestinales y en el higado es esencial
la miosina Il. Mientras que las lectinas unidas a galactosa/N-acetilgalactosamina
(Gal/GalNAc) modulan la distribucion de los trofozoitos en el higado y su
capacidad para migrar en el tejido hepatico. La Gal/GalNAc actia como un
antigeno de superficie que activa a las células endoteliales desencadenando la
patologia. Las células estimuladas muestran un incremento en Ca*?, lo cual activa
nucleodtidos ciclicos y protein-cinasas llevando a la activacion de la cascada de
protein-cinasas activadas por mitégenos (MAPKS). Esta via es la implicada en los
procesos de apoptosis, proliferacion, rearreglos del citoesqueleto y cambios de

permeabilidad (Romero et al., 2008).

El absceso hepatico amibiano se presenta de 7 a 12 veces mas frecuente en
hombres de 20 a 40 afios (Castillo, 2014), ya que el suero de las mujeres es
significativamente mas efectivo para eliminar trofozoitos mediante el complemento
(Romero et al.,, 2008). Cuando se realiza la exploracion fisica del paciente se
observa fiebre de hasta 40 °C, con escalofrios, palidez y cansancio, con
hepatomegalia dolorosa, hiperestesia en la zona del higado. Cuando el absceso
se encuentra en el lado izquierdo el paciente puede tener dolor epigéstrico, la
ventilacion del pulmoén derecho puede estar restringida. Entre los signos mas
alarmantes se encuentra resistencia abdominal, signo de rebote, ausencia de
ruidos intestinales y frote pleural o pericardico. Ademas puede presentar diarrea,
(aunque solo se da en un tercio de los casos) con caracteristicas de consistencia
liquida con moco y sangre. También puede haber ictericia pero son casos raros y
de estar presente es un indicador de que el absceso es grande. El absceso puede
extenderse al peritoneo, érganos abdominales, grandes vasos, pericardio, pleura,

arbol bronquial y pulmones (Romero et al., 2008; Giron, 2011; Castillo, 2014).

Por otra parte se han reportado estudios in vitro referentes a las células HepG2,
en los gque se indica que la O-GIcNAc inducida por Eh en células HepG2 es un
proceso importante requerido para la muerte celular de hepatocitos inducida por la

adherencia de Eh y liberacion de LDH (Lee et al., 2018). Cabe destacar que se ha
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demostrado que en higados con absceso hepatico hay areas de dafio y areas sin
dafio con presencia de trofozoitos en ambos casos. Esto relatando el hecho de
gue los hepatocitos en las areas sin dafio se encuentran junto con los trofozoitos y
no presentan signos de muerte celular (Ventura et al., 2003), nos lleva preguntar

si Eh es capaz de dafar a los hepatocitos (HepG2).

8.2.- Amibiasis y macrofagos (linea RAW, macrofagos peritoneales,

macrofagos diferenciados de médula 6sea)

Se ha encontrado que dentro de los principales mecanismos de defensa ante la
presencia de Eh se encuentran los macréfagos, sus mecanismos citotoxicos Eh no
han sido completamente dilucidados (Romero et al., 2008; Ralston & Petri, 2011).
Sin embargo estudios recientes demuestran que los macréfagos secretan altas
cantidades de citocinas proinflamatorias como el TNF-a y el IFN-y, las cuales
poseen actividad amibicida a través de la liberacion de NO. La secrecién de TNF-a
se ha asociado con un aumento de la enfermedad diarreica, mientras que el NO y
el IFN-y son protectores. Los M¢ solo secretan IL-1B cuando interactian de forma
directa con Eh que depende de la adhesion inicial por Gal-lectina, por otro lado se
observa que el citoesqueleto de los macrofagos, actia como un sensor que puede
distinguir la amenaza que representa la invasion de patégenos vivos dentro del
tejido intestinal. Ademas el citoesqueleto de estos es modificado al tener
interaccion con la amiba ya que la tubulina se observa muy concentrada en el sitio

de contacto macréfago-Eh (Pierre et al., 2017).

En cuanto a las lineas de interés se ha encontrado estudios de macréfagos
peritoneales aislados de jerbos estimulados con extractos proteicos de Eh o
interaccionados con el parasito y se observd que producen concentraciones
elevadas de PGE; (prostaglandina E2) y LTC4 (leucotreno C4) contribuyendo con
la inflamacion (Sanchez & Talamas, 2002; Pierre et al.,, 2017), si bien es un
estudio con macrofagos, las células empleadas en el presente trabajo son de
origen murino tanto los macréfagos de la linea RAW, macréfagos peritoneales,
macrofagos diferenciados de médula ésea y de estos aun no se han reportado

estudios relacionados a lo presentado en esta investigacion.
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8.3.- Amibiasis epitelial (HeLa y HEp-2)

En el presente trabajo se emplearon lineas celulares cuyo origen es el cérvix, se
toma la decision de clasificarla en el grupo de amibiasis epitelial debido a que una

de sus complicaciones es el cancer en cervix.

La localizacion de la amibiasis epitelial es realmente rara, a nivel de piel se sefiala
una frecuencia entre el 0.03% al 0.07% de las dermatosis. La ubicacién suele ser
cutaneo-genital la cual ha tenido un incremento debido al contacto sexual anal sin
proteccion, las lesiones se deben a la invasion parasitaria directa, el trofozoito
invade la piel por inoculacién directa, por contacto buco-anal o genito-anal.
(Romero et al., 2008).

La ubicacion mas comun es el area ano-genital y la region toracoabdominal
(absceso hepatico amibiano), la lesion que aparece con mayor frecuencia es la
ulceracién. Ademas puede observarse tejido de granulacién cubierto con exudado
purulento e incluso sanguineo, ademas de necrosis. En la mujer puede
presentarse vulvitis, vaginitis, cervicitis e incluso salpinginitis y endometritis
cuando las amibas alcanzan regiones genitales por maniobras incorrectas al
practicarse el aseo anal post defecacion. En cuanto al hombre puede producir
balanitis, uretritis y prostatitis, pero la lesion mas comudn es la ulceracion
fagedénica que es capaz de destruir todo el pene. También se encuentran las
llamadas amébides que pueden manifestarse como lesiones rosaceiformes,
acneiformes, urticariformes o tipo prurigo. Entre los sintomas se encuentra la
fiebre, la astenia y la consuncién que puede conducir a la muerte, este tipo de
caso se presenta en abscesos hepaticos abiertos a pared abdominal o toracica

con potencial peritonitis (Romero et al., 2008).

A pesar de los dafios que provoca este tipo de amibiasis debido a su baja
incidencia no se ha puesto gran interés para la realizacion de estudios in vitro para
conocer mejor la interaccién de la amiba con células de los 6rganos involucrados

(Romero et al., 2008). Se ha reportado que las proteasas de cisteina purificadas
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de Eh tienen efecto citopéatico sobre monocapas de células HeLa (Pérez et al.,
2006), que son células de cérvix, mientras que en las células HEp-2 no se cuenta
con ningun reporte de estudios in vitro (Romero et al., 2008).

Existen varios casos informados localizados en cérvix, los descritos en region
vulvar son muy raros. A nivel mundial, la localizacién de la amibiasis en el aparato
genital femenino ha sido reportada en varias ocasiones, principalmente a nivel de
cérvix, infeccion en vulva, vagina, trompas de Falopio, endometrio y piel de la
region genital. Los dos primeros casos de carcinoma de cérvix y amibiasis los
reportd Lee en 1932, tres afios después Wu y Chi reportaron un caso de amibiasis
cervical uterina sin neoplasia. En México, Acevedo y Cols informaron los tres

primeros casos en 1964 (Cornejo & Avilés, 2003).

Los pocos casos reportados de amibiasis epitelial se atribuyen a: 1) el medio &cido
y el epitelio escamoso vaginal funcionan como barrera natural a la infeccion, 2) la
falta de sospecha clinica y 3) a que frecuentemente se utiliza metronidazol en el
tratamiento de la vaginosis, por lo que se puede administrar en forma inadvertida

contra la amibiasis (Cornejo & Avilés, 2003).

8.4.- Amibiasis pulmonar

La amibiasis pulmonar es una forma rara de amibiasis extraintestinal producida
por via hematdgena, esto quiere decir que el parasito primero invade el higado
hasta que logra salir al torrente sanguineo y de ahi puede partir al pulmén. En los
altimos tiempos ya se han presentado varios casos, por lo cual es importante el
estudio de la amibiasis en esta forma, en este trabajo se hizo uso de células
pulmonares conocidas como A549 de las cuales no se encontraron reportes de
estudios in vitro (Zhu et al., 2014).

Cuando Eh invade el pulmén debido a la ruptura o extension del AHA el cual se
localiza en el I6bulo derecho del higado, el paciente puede presentar tos, dolor
pleuritico, disnea, dificultad respiratoria, dolor subito entre otros. La invasion

pulmonar es una complicacién severa y frecuentemente mortal, lo que sucede es
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gue a través del diafragma se abre el pulmén generando un absceso pulmonar o

gangrena pulmonar (Romero et al., 2008).

8.5.- Amibiasis renal

Las complicaciones que se presentan en este drgano ya sea por continuidad o via
hematdégena son: la nefritis, la cistitis y la prostatitis subagudas. La nefritis
generalmente es necrozante y se asocia con una lesion en el I6bulo derecho del
higado en su parte posterior, la cistitis esta relacionada con las mujeres con un
problema genito urinario, mientras que la prostatitis se establece por via
hematdgena asociada al absceso hepatico, es igual de rara que la presencia de
amibiasis pulmonar (Sharma et al., 2005; Romero et al., 2008). Por otra parte se
ha sugerido que este tipo de amibiasis generada por Eh puede ser ocasionada en

asociacion con Escherichia coli (Malaki, 2014).

Un tipo de células localizadas en este 6rgano son las células Vero (Sharma et al.,
2005; Romero et al., 2008), de las cuales hoy en dia no se encuentra reportados

estudios in vitro

9.- Células y lineas celulares de interés

9.1.- HepG2

Fue obtenida de un carcinoma hepatico de un varén caucéasico de 15 afios en
1975, son células epiteliales, adherentes que crecen como monocapas en
pequefios agregados, producen una variedad de proteinas: alfafetoproteina,
albumina, alfa2-macroglobulina, alfal-antitripsina, transferrina, alfal-
antiquimotripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, plasminégeno, complemento (C3,
C4), C3 activador, fibrindbgeno, glicoproteina del 4cido alfal,glicoproteina alfa2-HS,
3-lipoproteina, retinol proteina de union, 3-hidroxi-3-metilglutarilCoA reductasa y
lipasa de triglicéridos hepatico (Innoprot, 2017). La células HepG2 han sido
utilizadas para el estudio de desarrollo de higados bioartificiales asi como para él

estudio en canceres hepaticos, ahi la importancia de su aplicacién en el campo de
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la ciencia (Ramirez et al., 2012). Su medio de crecimiento es Eagle modificado por
Dulbecco complementado con 5% de SFB, incubada a una temperatura de37 ° C
con una atmosfera de CO, al 10% (ATTC, 2018).

9.2.- RAW

Las células RAW son células de tipo monocito/macrofago originadas a partir de la
linea celular transformada por el virus de la leucemia de Abelson, derivada de
ratones BALB/c (Lambris, 2007) y son capaces de realizar pinocitosis y
fagocitosis. Con la estimulacién de lipopolisacaridos aumentan la produccién de
oxido nitrico (NO) y aumentan su fagocitosis. Tienen la capacidad de destruir las
células diana mediante citotoxicidad dependiente de anticuerpos, se diferencian en
osteoclastos los cuales una vez diferenciados adquieren actividad de la fosfatasa
acida resistente a tartrato (TRAP, por sus siglas en inglés), que es el mejor
marcador conocido de osteoclastos (Taciak et al.,2018). Su medio de crecimiento
es Eagle modificado por Dulbecco complementado con suero fetal bovino (SFB)
hasta una concentracion final del 10% incubada a una temperatura de37 ° C con
una atmosfera de COjal 5% (ATTC, 2002).

9.3.- Macro6fagos peritoneales y macréfagos diferenciados de médula 6sea

Los macréfagos empleados para el presente trabajo fueron obtenidos de los
ratones cuya especie se conoce como Mus musculus, cepa Balb/c, su medio de
crecimiento es Roswell Park Memorial Institute médium complementado con 10%
SFB incubada a una temperatura de 37° C con una atmosfera de CO, al 5% (Mesa
et al., 2010).

Los monocitos se originan en la médula 6ésea donde una vez liberados circulan
durante varios dias en la sangre periférica, cuando hay dafio tisular o infeccién, los
monocitos abandonan el torrente sanguineo y entran en el tejido u Organo
afectado y se someten a una serie de cambios para convertirse en macrofagos.
Estos pueden modificarse para formar diferentes estructuras para combatir

diferentes microbios e invasores, la morfologia de los macréfagos indica que
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tienen alrededor de 21 micrometros de didmetro, poseen un nucleo en herradura,
en su citoplasma se ve un abundante reticulo endoplasmico rugoso y gran nimero
de mitocondrias, cabe mencionar que como monocito tiene un menor tamafo de
0-18 um de diametro (lafiez, 1999).

Los macréfagos desempefian un papel importante en la inmunidad, asumen un
papel defensivo exhibido por su capacidad para llevar a cabo la fagocitosis de
parasitos y distintos microorganismos. Regulan la activacion y proliferacion de
linfocitos y son esenciales en el proceso de activacion de los linfocitos T y B por
los antigenos, alégenos y células (Elhelu, 1983; Mesa et al., 2010). Son células
especializadas que reconocen, envuelven y destruyen las células diana. El término
macréfago estd formado por la combinacién de los términos griegos "makro" que

significa grande y "phagein” que significa comer (lafiez, 1999).

Los M@ pueden sobrevivir durante meses y también estan involucrados en el
desarrollo de la inmunidad innata, este tipo de inmunidad se adquiere cuando un
macrofago digiere un microorganismo y presenta el antigeno del microorganismo
en su superficie para alertar a otros glébulos blancos de la presencia de la
particula invasora, luego otros glébulos blancos se multiplican y producen una
respuesta inmunitaria contra el patdgeno (Gordon & Tylor, 2005; Gordon &
Martinez, 2017). Existen diferentes tipos de macréfagos, los cuales son

nombrados de acuerdo a su ubicacion anatémica Tabla 3 (lafiez, 1999).
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Tipo de macrofago

Ubicacién anatémica

Macréfagos del tejido adiposo

Tejido adiposo (grasa)

Monocitos

Médula ésea / sangre

Células Kupffer

Higado

Histiocitos del seno

Ganglios linfaticos

Macréfagos alveolares (células de polvo)

Alvéolos pulmonares de los pulmones.

Macréfagos tisulares (histiocitos) que conducen

a células gigantes.

Tejido conectivo

Microglia

Sistema nervioso central

Células de Hofbauer Placenta
Células mesangiales intraglomerulares Rifdn
Osteoclastos Hueso
Células epitelioides Granulomas

Macréfagos de pulpa roja ( células de
revestimiento sinusoidal )

Pulpa roja del bazo.

Macroéfagos peritoneales

Cavidad peritoneal

LysoMac

Placa de peyer

Tabla 3. Ejemplos de tipos de macréfagos y su ubicacion anatémica (lafiez, 1999).
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9.4.- HeLa

Son células derivadas de un carcinoma cervical de una mujer de 31 afios conocida
con el nombre Henrietta Lacks, son susceptibles a Poliovirus tipo | y adenovirus
tipo 3, han sido identificadas como contaminante en muchas otras lineas celulares
y se ha encontrado que contienen secuencias del virus del papiloma humano 18
(HPV-18), su medio de crecimiento es Eagle modificado por Dulbecco
complementado con 10% de SFB, incubada a una temperatura de 37 ° C con una
atmosfera de CO;al 5% (ATTC, 2003).

La historia de la obtencidn de la linea celular comenz6 cuando Henrietta acudi6 al
hospital Hopkins debido a que presentaba un sangrado vaginal anormal (Dosne,
2006), se le hizo el diagnostico de cancer de cuello de atero y fue tratada con
radioterapia local con radio intrauterino y radioterapia con rayos X pero el tumor
siguié su curso invadiendo pulmén, higado, peritoneo y cavidad pelviana
rapidamente provocandole la muerte en el afio de 1951 (Alvarez, 2013; Portillo,
2014).

Desde 1952 a la fecha las células HelLa han estado involucradas en miles de
estudios. Incluso en algin momento infectaron otras lineas celulares y obligaron a
desarrollar medidas de aislamiento y purificacion de cultivos celulares (Alvarez,
2013), en 1965 se logré fusionar células HelLa con células de ratones
obteniéndose las primeras células hibridas humano-animal (Portillo, 2014).
Finalmente se llegd a la creacidon de un comité especial que se preocupara del
asunto en Estados Unidos para mantener las distintas lineas celulares
desarrolladas en estado puro. Su aporte a todas las ramas del conocimiento ha
sido invaluable. Incluso han ido al espacio exterior, dentro de algunos protocolos
de estudio (Alvarez, 2013; Portillo, 2014).
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9.5.- HEp-2

Las células de esta linea contienen cromosomas marcadores Hela, se derivaron a
través de la contaminacion HelLa. Originalmente se pensd que esta linea se
originaba de un carcinoma epidermoide de laringe, pero posteriormente segun el
analisis de isoenzimas, los cromosomas marcadores HelLa y las huellas dactilares
de ADN se habian establecido a través de la contaminacion de las células Hela,
la linea HEp-2 presenta un crecimiento mas lento pero alcanza la confluencia
deseada en comparacion con las células HeLa (Carrea et al., 2015), es reconocida
por su capacidad in vitro de rearreglar su citoesqueleto de actina lo cual permite
que la interaccion con Salmonella pueda semejar lo que ocurre en el humano en
estudios realizados anteriormente (Cardona & Sanchez, 2005), ha sido utilizada
para diferentes estudios clinicos y de infeccion, siendo de gran ayuda en la
creacion de vacunas y péptidos antimicrobianos (ATTC, 2003; Carrea et al., 2015).

En 1952 un afio después del descubrimiento de la linea celular HelLa, se
comenzaron a realizar diversos estudios con diferentes medios y diferentes
condiciones para establecer la forma adecuada de crecimiento (Carrea et al.,
2015), su medio de crecimiento es Eagle modificado por Dulbecco complementado
con suero bovino fetal hasta una concentracion final del 5% incubada a una
temperatura de 37 ° C con una atmosfera de CO; al 5% (ATTC, 2003; Cardona &
Sanchez, 2005).

9.6.- A549

Esta linea fue iniciada en 1972 por DJ Giard a través de un cultivo de tejido
carcinomatoso pulmonar de un varén caucasico de 58 afios en un estudio para
intentar establecer lineas continuas a partir de 200 tumores diferentes, la linea
celular A549 fue desarrollada como una herramienta para la investigacion del
cancer, se caracterizo por ser representativa de los neumocitos alveolares tipo Il
(Cooper, 2012), son células que cubren el 5% restante de la superficie alveolar del
pulmén humano y tienen multiples funciones, debido a esto la linea celular ha sido
un pilar de la investigacion respiratoria durante casi cuarenta afios (Cooper, 2012;
Cooper et al., 2016). Su medio de crecimiento es Eagle modificado por Dulbecco

36



formulado complementado con 5% de SFB, incubada a una temperatura de 37 °
C con una atmosfera de CO, al 5% (ATTC, 2018).

La linea celular A549 es empleada en la investigacion del cancer, la generacion de
modelos epiteliales del pulmén distal para estudios en las vias respiratorias y se
ha encontrado que es un hospedero adecuado para muchos virus humanos

respiratorios incluyendo adenovirus (Cooper, 2012).
9.7.- Vero

Se obtuvo del rifidn de un mono verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto
normal el 27 de marzo de 1962, por Y. Yasumura e Y. Kawakita en la Universidad
de Chiba Japon (Sheets, 2000), su medio de crecimiento es Eagle modificado por
Dulbecco complementado con 5% de SFB, incubada a una temperatura de 37 °C
con una atmosfera de CO, al 5% (ATTC, 2003).

Es una de las lineas celulares continuas de mamiferos mas utilizadas en
microbiologia e investigacion de biologia molecular y celular. Se ha usado en
muchas otras aplicaciones, incluyendo la propagacion y el estudio de bacterias
intracelulares (Rickettsia spp.), parasitos (Neospora) y la evaluacién de los efectos
de los productos quimicos, toxinas y otras sustancias en las células de mamiferos
a nivel molecular, estas células también han sido autorizadas para la produccion
de vacunas virales tanto vivas (rotavirus, viruela) como inactivadas (poliovirus), en
todo el mundo se han utilizado para la produccion de una serie de otros virus,
incluidos el virus de la rabia, reovirus y virus de la encefalitis japonesa
(Ammerman NC et al., 2008).

El motivo por el cual se realiza el uso de células Vero en lugar de células diploides
es que las células Vero pueden ser mas facilmente adaptados para el crecimiento
en biorractores y proporcionan consistentemente mayores rendimientos de virus
permitiendo una mayor pureza de la vacuna (menos residuos de células
contaminantes), lotes mas grandes de vacunas (mayor disponibilidad de vacunas)

y mas economicos (Sheets, 2000).
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10.- Inmunocitoquimica

Esta técnica es utilizada en la blusqueda de antigenos celulares que van desde
aminoacidos y proteinas hasta agentes infecciosos y poblaciones celulares
especificas. La inmunocitoquimica (ICC) es una herramienta para la investigacion
cientifica y técnica complementaria para la elucidacion de diagnésticos
diferenciales que no pueden determinarse mediante analisis convencionales con

hematoxilina y eosina (The human protein atlas, 2006; Matos LL et al., 2010).

La ICC es una técnica para la visualizacion de proteinas y péptidos en células
utilizando biomoléculas capaces de unirse a la proteina de interés. Por lo general,
la biomolécula es un anticuerpo que esta unido a un marcador, por ejemplo, un
fluoréforo, un colorante fluorescente o una enzima. El marcador dara lugar a una
sefial, como puede ser una fluorescencia o color de una reaccion enzimatica, que
luego es detectable por un microscopio apegado a su fuente de iluminacion. El tipo
de microscopio utilizado para la adquisicion de imagenes va a depender del tipo

de marcador (The human protein atlas, 2006).

La técnica se realiza a menudo en cuatro pasos secuenciales. Primero, las células
se siembran en un soporte sélido, puede ser una placa de pocillos con fondo de
vidrio 0 en un portaobjetos de vidrio. Dependiendo del tipo de célula y de la técnica
de siembra, podria ser necesario un tiempo de incubacion antes de proceder con
la inmunotincion, en el caso de sembrar células adherentes. Las células se uniran
a la superficie del soporte sélido durante la incubacién, que varia de media hora a
24 h para los diferentes tipos de células. En el segundo paso, las células se fijan,
se permeabilizan y se tifien con anticuerpos. La fijacion retiene las proteinas en la
célula y conservan su estado quimico y estructural en el momento de la fijacion.
Se puede hacer por reticulacibn o precipitando las proteinas. Durante la
permeabilizacién, los lipidos a menudo se eliminan de las membranas permitiendo
que los anticuerpos crucen las membranas. Sin este paso, los anticuerpos se
restringen al exterior de la célula debido a su tamafio, la permeabilizacion requiere
fijacion. Después de la inmunotincion, se aplican pasos de lavado para eliminar

cualquier anticuerpo no unido. En el tercer paso, las células se visualizan
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utilizando un microscopio y las imagenes adquiridas. En el paso final, se analizan

las im&genes y se anotan las estructuras celulares (Matos LL et al., 2010).

En una ICC, hay diferentes marcadores, uno es el uso de anticuerpos acoplados a
enzimas: después de la adicion de un sustrato, las enzimas catalizan una reaccion
de color visible en el lugar donde el anticuerpo acoplado a enzimas se une a la
muestra. Por ejemplo, la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP)
comunmente utilizada puede convertir 3,3'-diaminobenzidina (DAB) en un
precipitado marron que se deposita en la muestra en el lugar de la reacciéon. La
mancha de color marrén se puede ver usando microscopia de luz. Otra propiedad
es la fluorescencia, que se basa en las caracteristicas fisicas de una molécula
para ser excitada a un estado de mayor energia al absorber la luz de una longitud
de onda. Posteriormente, la molécula se relaja hasta el estado fundamental,
mientras emite luz de una longitud de onda més larga. Estas moléculas se llaman
fluoroforos, y pueden visualizarse utilizando un microscopio de fluorescencia
(Matos LL et al., 2010).

Hay diferente tipos de inmunoensayos, los directos, donde el anticuerpo primario
es el que se une directamente al antigeno, es el que va marcado y por lo tanto el
que producird la sefal, son mucho mas sencillos de ejecutar (con un menor
namero de incubaciones y lavados), y evitan posibles uniones inespecificas que
pueda dar el anticuerpo secundario (The human protein atlas, 2006; Matos LL et
al., 2010).

Sin embargo, hay casos en los gque los bajos niveles de proteina de interés en la
muestra, nos obligan a recurrir a métodos que nos permitan amplificar la sefial
para poder detectarla. En estos casos, se elegira un ensayo indirecto, utilizando
un segundo anticuerpo que reconozca al anticuerpo primario unido al antigeno. En
este caso el anticuerpo secundario es el que debera conjugarse para transformar

la sefial (The human protein atlas, 2006).

Si bien es cierto que los ensayos indirectos proporcionan una mayor sensibilidad

al generar una sefial mas intensa, tienen el inconveniente de que en general la
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especificidad de los anticuerpos secundarios es mucho menor, pudiendo dar lugar
a uniones inespecificas no deseadas, por lo que en estos casos es necesario
prestar especial atencion a los pasos de bloqueo, lavado y controles adicionales
(Abyntek, 2016).

El tipo de marcador que nos interesa para fines de este trabajo es el de Biotina /
Estreptavidina el cual es utilizado para detectar proteinas presentes en muy bajos
niveles, insuficientes para ser detectadas ni siquiera con un anticuerpo secundario
marcado, ya que la utilizacidon de biotina / estreptavidina permite una mayor
amplificacion de la sefial. El anticuerpo secundario suele ir marcado con biotina,
una molécula de pequefio tamafio que permitird la union de varias de ellas a un
mismo anticuerpo. Ademas, la biotina presenta una muy alta afinidad por la
estreptavidina, lo que unido a lo anterior, posibilitard que la sefial resultante se

amplifique considerablemente (Abyntek, 2016)

La interpretacion de la expresion de la inmunohistoquimica se realiza
generalmente de forma cualitativa y subjetiva, mientras que la cuantificacion se
considera de poca o ninguna importancia. Con frecuencia, una decision de
diagndstico se basa en la presencia celular o la ausencia de una molécula en
particular (Matos LL et al., 2010).
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[ll.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha encontrado que Eh es capaz de invadir diversos tejidos generando
diferentes tipos de amibiasis como son: amibiasis hepatica, amibiasis pulmonar,
amibiasis renal y amibiasis epitelial asi como la interaccion que presenta cuando
entra en contacto con el sistema inmune donde participan los macrofagos. Sin
embargo no se cuenta con estudios que nos permitan dilucidar de manera mas
especifica la susceptibilidad de estos tipos de células ante los mecanismos de
dafio que esta empleando Eh, particularmente ante la presencia del amiboporo,
molécula que se piensa tiene una participacion relevante en la patogenicidad del
parasito. La amibiasis es una de las principales enfermedades en México y en el

mundo, motivo por el cual se decidi6 realizar el siguiente trabajo.
IV.- HIPOTESIS

Eh es un parasito capaz de destruir células de diferentes tejidos debido a los
diversos mecanismos de muerte que posee. Por lo tanto si se conincuba con
células de tejido que infecta provocara que su viabilidad disminuya en gran

proporcion.
V.- OBJETIVOS
1.- Objetivo general:

Determinar el indice de mortalidad por Eh y la presencia de amiboporo en las

membranas de diferentes células blanco a diferentes periodos de coincubacion.
2.- Objetivos particulares:

e Analizar la viabilidad de macrofagos de la linea celular RAW, macréfagos
peritoneales, macréfagos diferenciados de meédula Osea, células Hela,
células HEp-2, células HepG2, células A549 y ceélulas Vero coincubadas
con trofozoitos de Eh a tiempos de una, dos y tres horas.

e Determinar la presencia de amiboporo por medio de la técnica de
inmunocitoquimica en macrofagos de la linea celular RAW, macréfagos

peritoneales, macréfagos diferenciados de médula 6Osea, células Hela,
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células HEp-2, células HepG2, células A549 y células Vero coincubadas

con trofozoitos de Eh.

VI.- METODOLOGIA
1.-Cultivo de lineas celulares

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares: RAW,
macrofagos peritoneales, macréfagos diferenciados de médula 6sea, Hela, HEp-
2, HepG2, A549 y Vero. Estas células se mantuvieron en cultivo de la siguiente
manera, se crecieron en cajas para cultivo celular de 25 cm? con diferentes
medios de cultivo (Tabla 1) a 37.5 °C con 5% de CO,. Cuando las células se
encontraron al 80% de confluencia eran recuperadas para iniciar un cultivo nuevo.
Para los pases de cultivo, se colocaron 3 mL de PBS estéril para enjuagar las
células que se encontraban adheridas en las cajas, posteriormente se afiadieron 2
mL de tripsina y se dejaron reposar las células por aproximadamente 6 minutos a
37.5 °C con 5% de CO,. Transcurrido el tiempo las células desprendidas por
efecto de la tripsina fueron recuperadas en un tubo cénico de 15 mL estéril,
después la suspensién celular fue centrifugada a 1200 rpm por 3 min,
desechandose el sobrenadante. Para eliminar el excedente de tripsina, las células
fueron lavadas con 3 mL de PBS estéril, posteriormente se volvieron a centrifugar
y se resuspendieron en 5 mL del medio de cultivo como se describe en la Tabla 1.
Las células fueron contadas en una camara de neubauer con azul tripan al 0.4%
como marcador vital. Por ultimo, se sembraron las células en una nueva caja de

cultivo de 25 cm? a una densidad de 500 mil células en 5 mL de medio de cultivo.
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Linea celular

Medio de cultivo

RAW

DMEM 10 % SFB

Macrofagos diferenciados de médula 6sea

RPMI 10% SFB

Macrofagos peritoneales

RPMI 10% SFB

HelLa DMEM 10% SFB
HEp-2 DMEM 5% SFB
HepG2 DMEM 10% SFB
A549 DMEM 10% SFB
Vero DMEM 10% SFB

Tabla 4. Medios de cultivo empleados para el mantenimiento de diferentes lineas celulares.

2.- Obtencién de amibas

Los trofozoitos de Eh de la cepa HM1:IMSS fueron cultivados axénicamente en
medio de cultivo TY1-S-33 a 37 °C. Las amibas eran cosechadas en su fase
logaritmica de crecimiento, la cual generalmente fue obtenida a las 72 horas de
cultivo. Para facilitar su desprendimiento, las células se mantuvieron a 4°C por 5
minutos con el fin de eliminar su adherencia a la caja de cultivo. La suspension
celular de los trofozoitos se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos y se
desecho el sobrenadante. Las células fueron lavadas con PBS-A para eliminar el
excedente del medio de cultivo. Posteriormente las células fueron resuspendidas
en medio de cultivo fresco y fueron contadas con una camara de Neubauer con

azul tripdn al 0.4% como marcador de viabilidad, para la realizacion de los

ensayos.
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3.- Ensayos para el monitoreo de la viabilidad de las células

Para el analisis de la viabilidad de las células, se coincubaron los trofozoitos con
los distintos tipos celulares en las siguientes proporciones 1:10, 1:25 y 1:50
(trofozoito/linea celular) por 1, 2 'y 3 horas a 37 °C. Posteriormente se determind el
porcentaje de muerte por exclusion de células vivas y muertas utilizando azul

tripan al 0.4% como marcador de viabilidad.
4.- Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba no paramétrica (Kruskall Wallis) a los resultados obtenidos
de las diversas lineas celulares empleando el programa GraphPad Prism 7.02, con
una *(p< 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

5.- Inmunocitoquimica

Para la determinacién de la presencia de amiboporo en la coincubacion de los
trofozoitos con las lineas celulares, se realizé la técnica de inmunocitoquimica
utilizando anticuerpo anti-amiboporo obtenido de un suero de conejo. Para la
realizacion de la técnica se utilizé unicamente la condicion de 1:10 trofozoito: linea
celular (condiciéon donde se observo el mayor efecto de induccion de muerte). La
incubacion se detuvo a los 90 minutos de interaccion, posteriormente se
concentraron las células centrifugando a 1200 rpm durante un periodo de 3
minutos y se desecho el sobrenadante. Las células fueron lavadas nuevamente
con 500 pL de PBS durante otros 3 minutos para eliminar el excedente de medio
de cultivo y finalmente fueron resuspendidas en 50 pL de PBS. Se colocaron 100
uL de las distintas muestras en cada uno de los portaobjetos (1. Linea celular-
antiamiboro, 2.Amiba-antiamiboporo, 3. Control primario-antiamiboro y 4. Control
secundario-anticonejo) y se dejaron secar a temperatura ambiente para
posteriormente fijar con 10 mL de acetona fria. Después, se inhibi6 la actividad de
peroxidasa presente en las muestras con metanol-peroxidasa al 3%. Se procedio
a lavar tres veces con amortiguador Tris 0.01 M con pH de 7.2 y se dejo incubar
con el anticuerpo primario (anti-amiboporo) en una dilucion 1:200 (1 pg/ml) durante
un dia. Una vez transcurrido el tiempo indicado las muestras fueron lavadas tres

veces con amortiguador Tris 0.01 M con pH de 7.2 y se dejo incubando con
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anticuerpo secundario (anti-conejo acoplado a biotina) por un periodo de 30 min
en una dilucion 1:1000 (1 pug/ml) y después se incubd con estreptavidina por 30
minutos. Para evaluar el marcaje se tomaron fotos utilizando un microscopio

marca Carl Zeiss modelo Axioimager M1 camara Axiocam MRc5.

El amiboporo empleado para fines del presente trabajo, fue donado por el Dr.
Augusto José Gonzalez Canto quién purificd y produjo anticuerpos anti-amiboporo
en conejo como se menciona en su tesis de maestria “Localizacion del amiboporo

Entamoeba histolytica en abscesos hepaticos amibianos en hamsters”.
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VIIl.- RESULTADOS

1.- Analisis de la viabilidad de linea celular HepG2 incubados con trofozoitos

de Entamoeba histolytica y presencia de amiboporo

Se observo que las células HepG2 morian en presencia de los trofozoitos y que su
viabilidad disminuy6 conforme paso el tiempo de coincubacién y conforme se
disminuy6 el numero de células de HepG2 por trofozoitos, observandose mayor
efecto en la relacion 1:10 (1 trofozoito por 10 células de HepG2) al tiempo de 3 h,
obteniendo un porcentaje de viabilidad de 85.1% (Figura 3A), con lo que respecta
al marcaje del amiboporo se pudo apreciar una coloracion café marcada alrededor
de las células blanco, en algunas el marcaje se observé en toda su periferia.
(Figura 4B).
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Figura 3. Cuantificacion de la viabilidad en células HepG2 incubadas en presencia de trofozoitos. Viabilidad de
células HepG2 incubadas con trofozoitos de Eh, se muestra en A. Los puntos de la cinética en las graficas representan
los datos de 5 experimentos independientes, se muestra la media + la desviacién estandar. * (p< 0.05), ** (p< 0.01), ***
(p=< 0.001). Nota: Para esta linea celular no se aprecia diferencia significativa entre ensayos.
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Figura 4. Presencia de amiboporo en las células HepG2 incubadas con trofozoitos. Marcaje de amiboporo en la
muestra de células HepG2 incubadas con trofozoitos de Eh en relacién 1:10 en B, en el lado izquierdo del panel de fotos
se observa el control negativo (células HepG2 sin trofozoitos), del lado derecho se muestra la presencia de amiboporo
en color café. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 60 X en campo claro.
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2.- Anadlisis de la viabilidad de macro6fagos incubados con trofozoitos de
Entamoeba histolytica y presencia de amiboporo

Se observo que los macrofagos de las diferentes estirpes celulares que fueron
incubados con los trofozoitos morian en diferentes proporciones, el menor indice
de viabilidad obtenido fue en la relacion 1:10 al tiempo de 3 h, obteniendo el
menor porcentaje de viabilidad para la linea celular RAW con un valor de 42.9%
(Figura 5C), seguido de los macréfagos derivados de médula 6sea con el 58.3 %
(Figura 5D) y por ultimo los macréfagos peritoneales con el 73.4% (Figura 5E), en
cuanto a la presencia de amiboporo, se pudo apreciar mayor coloracion café en la
linea celular RAW (Figura 6F), mientras que para resto de los estirpes celulares la
presencia de amiboporo es apreciada con menor coloracién café en comparacion
con la linea celular RAW (Figura 6G y 6H) .
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Figura 5. Cuantificacion de la viabilidad en macréfagos incubados en presencia de trofozoitos. Viabilidad de los
macréfagos incubados con trofozoitos de Eh, se muestra en la fig. C macréfagos de linea celular RAW, en la fig. D macréfagos
diferenciados de precursores de médula 6sea y en la fig. E macréfagos peritoneales. Los puntos de la cinética en las graficas
representan los datos de 5 experimentos independientes, se muestra la media + la desviacién estandar. *(p< 0.05), **(p< 0.01),
*** (p< 0.001).
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Figura 6. Presencia de amiboporo en macréfagos incubados con trofozoitos. Marcaje de amiboporo en las muestras de las
diferentes lineas celulares de macréfagos incubadas con trofozoitos de Eh en relacién 1:10 fig. (F, G, H), en el lado izquierdo de
cada panel de fotos se observa el control negativo (macréfagos sin trofozoitos), del lado derecho se muestra la presencia de
amiboporo en color café. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 60 X en campo claro.
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3.- Andlisis de la viabilidad de las lineas celulares HeLa y HEp-2 (no axénica)
incubados con trofozoitos de Entamoeba histolytica y presencia de
amiboporo

Se observo que en las lineas celulares HeLa y HEp-2 su indice de viabilidad fue
disminuy6 de acuerdo al paso del tiempo, encontrando al igual que en las lineas
celulares anteriores, el mayor efecto en la proporcion 1:10 al tiempo de 3 h,
obteniendo un valor de viabilidad para las células HeLa de 61.4% (Figura 71) y
para las células HEp-2 un valor de 88.9% (Figura 7J). La presencia de amiboporo

se pudo apreciar con una coloracion café similar en ambas lineas celulares
(Figura 8K 'y 8L).
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Figura 7. Cuantificacion de la viabilidad en células HeLa y HEp-2 incubados en presencia de trofozoitos. Viabilidad
de las células HelLa y HEp-2 incubadas con trofozoitos de Eh, se muestran en | y J respectivamente. Los puntos de la
cinética en las gréaficas representan los datos de 5 experimentos independientes, se muestra la media + la desviacién
estandar. * (p< 0.05), ** (p< 0.01), *** (p< 0.001).
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Figura 8. Presencia de amiboporo en células HeLa y HEp-2 incubados con trofozoitos. Marcaje de amiboporo en las
muestras de las diferentes lineas celulares, HeLa y HEp-2 incubadas con trofozoitos de Eh en relacién 1:10 fig. (K, L)
respectivamente, en el lado izquierdo del panel de fotos se observa el control negativo (células HeLa y HEp-2 sin
trofozoitos), del lado derecho la presencia de amiboporo en color café. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 60 X en
campo claro.
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4.- Andlisis de la viabilidad de la linea celular A549 incubados con trofozoitos
de Entamoeba histolytica y presencia de amiboporo

Se observo que las células A549 morian en gran proporcién en presencia de los
trofozoitos observdndose el menor porcentaje de viabilidad en la relacién 1:10 al
tiempo de 3 h, con un valor de 41.6 % (Figura 9M), por otra parte el marcaje de
amiboporo se observé con una coloracién café intensa alrededor de las células
A549 (Figura 10N).
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Figura 9. Cuantificacién de la viabilidad en células A549 incubadas en presencia de trofozoitos. Viabilidad de
células A549 incubadas con trofozoitos de Eh, se muestra en M. Los puntos de la cinética en las graficas representan
los datos de 5 experimentos independientes, se muestra la media * la desviacién estandar. * (p< 0.05), ** (p< 0.01), ***
(p< 0.001).
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Figura 10. Presencia de amiboporo en células A549 incubadas con trofozoitos. Marcaje de amiboporo en la
muestra de células A549 incubadas con trofozoitos de Eh en relacion 1:10 en N, en el lado izquierdo del panel de fotos
se observa el control negativo (células A549 sin trofozoitos), del lado derecho se muestra la presencia de amiboporo en
color café. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 60 X en campo claro.
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5.- Andlisis de la viabilidad de la linea celular Vero incubados con trofozoitos
de Entamoeba histolytica y presencia de amiboporo

Se obtuvo el menor indice de viabilidad en la proporcion 1:10 al tiempo de 3 h, con
un valor del 81.5% (Figura 110), para la presencia de amiboporo se observé un

coloracion café de color claro en las membranas de las células blanco (Figura
12P).
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Figura 11. Cuantificacion de la viabilidad en células Vero incubados en presencia de trofozoitos. Viabilidad de
células Vero incubadas con trofozoitos de Eh, se muestra en O. Los puntos de la cinética en las graficas representan los
datos de 5 experimentos independientes, se muestra la media + la desviacién estandar. * (p< 0.05), ** (p< 0.01), *** (p<
0.001).
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Figura 12. Presencia de amiboporo en células Vero incubadas con de trofozoitos. Marcaje de amiboporo en la
muestra de células Vero incubadas con trofozoitos de Eh en relacién 1:10 en (P), en el lado izquierdo del panel de fotos
se observa el control negativo (células Vero sin trofozoitos), del lado derecho se muestra la presencia de amiboporo en
color café. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 60 X en campo claro.
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6.- RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Se observd que todas las células empleadas presentaron marcaje en su membrana
celular, mientras que para el indice de mortalidad se encontré6 que las células con el
mayor porcentaje de mortalidad fueron las A549 con un valor de 58.4 % y las de menor

porcentaje fueron las células HEp-2 con el 11.1 %.

Presencia % Mortalidad
Linea celular de Dilucién 1:10 a
amiboporo 3 horas

A549 Si 58.4
RAW Si 57.1
Macréfagos diferenciados de médula 6sea Si 41.7
HelLa Si 38.6
Macréfagos peritoneales Si 26.6
Vero Si 18.5
HepG2 Si 14.9
HEp-2 Si 11.1

Tabla 5. Se muestran las lineas celulares en orden descendente de acuerdo al porciento de mortalidad obtenido en la
proporcion 1:10 en el periodo de tres horas, asi como un apartado indicativo de la presencia de amiboporo en la
membrana de las diferentes lineas celulares.

IX.- DISCUSION

Se ha observado que las amibas causan dafio en diversos tejidos y afectan a
distintos tipos celulares como son: los neutroéfilos, los linfocitos T, los macréfagos y
algunas lineas de tejidos (Ralston & Petri, 2011). Por lo que en este trabajo se
decidié estudiar la interaccion de los trofozoitos de Eh con los diferentes tipos
celulares, asi como la susceptibilidad de dichas células ante la presencia de la

amiba y la posible contribucion del amiboporo en su muerte.
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En cuanto a la interaccion de las amibas con las distintas lineas celulares, se
encontré que el indice de viabilidad disminuye a mayor tiempo de coincubacién
con los trofozoitos y a mayor presencia de éstos. Ademas se pudo observar que
las amibas tenian interaccion con las células estudiadas sugiriendo la posibilidad
del beso de la muerte. Algunos autores han demostrado que dicho “beso” es
necesario para la induccion de muerte por las amibas y que la muerte es mediada
por distintas vias, como son: la fagocitosis, la induccion de destruccion celular
mediante proteasas de cisteina, la citotoxicidad mediada por lectinas y la
induccion de poros en la membrana por el amiboporo entre otros factores (Garza
et al., 1982; Shibayama & Tsutsumi ,2013; Pérez et al., 2006). En cuanto a la
muerte inducida por el amiboporo, si bien no se realizé alguna prueba o técnica
para determinar que la muerte de las células empleadas fue generada
directamente por él, se pudo observar que éste fue dirigido a las células de las
distintas estirpes celulares estudiadas, lo cual aunado a nuestros resultados de la
disminucién de viabilidad podria sugerir que uno de los mecanismos de induccion
de muerte es el amiboporo que actuaria induciendo poros liticos(Shibayama &
Tsutsumi,2013; Garza et al.,1982).

En este trabajo como ya se mencioné anteriormente se estudio la muerte inducida
por amibas en distintos tipos celulares, donde se esperaba que cada estirpe
celular tuviera distinta susceptibilidad a lisis inducida por los trofozoitos. Primero
se analizaron las células HepG2 las cuales son hepatocitos, cabe resaltar que los
hepatocitos constituyen mas del 80% del volumen hepatico (ATTC, 2018; Claria &
Titos, 2004). Se observé que las células HepG2 fueron bastante resistentes a la
muerte inducida por la amiba, este hecho es interesante, ya que la amibiasis
causa absceso hepatico, donde se observa gran lisis celular. Cabe resaltar que un
factor de riesgo en el absceso hepatico es el alcoholismo lo cual podria inducir
estrés en las células hepaticas, facilitando la induccién de la muerte celular en los
hepatocitos por la amiba en el absceso hepatico (Castillo et al., 2014).
Adicionalmente, se ha demostrado que en higados con absceso hepatico hay
aéreas de dafio y areas sin dafio con presencia de trofozoitos en ambos casos,
relatando el hecho de que los hepatocitos en las areas sin dafio se encuentran

junto con los trofozoitos y no presentan signos de muerte celular (Ventura et al.,
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2003). Lo cual sugiere que el hepatocito podria presentar cierta resistencia a la

muerte inducida por la amiba.

Por otra parte también se estudiaron los macrofagos debido a que en todos los
sitios de invasion por Eh son células presentes que tratan de atacar a la amiba con
especies reactivas de oxigeno, sin embargo la amiba logra evadir dichos
mecanismos para finalmente inducir la muerte de estas células (Nakada & Nozaki,
2016). Se observé que los macréfagos de linea celular y los derivados de médula
Osea presentaron mayor susceptibilidad a la muerte que los macréfagos
peritoneales. Esto puede deberse al tamafio celular de dichos macrofagos, aunque
no hay estudios comparativos de todos los estirpes celulares de macréfagos, en la
literatura se ha descrito que los macréfagos peritoneales son mas grandes que los
macréfagos diferenciados de la medula 6sea (Wang et al., 2013). Se ha descrito
que el tamafio es critico en el tiempo de induccion de muerte por lisis en otros
modelos, por ejemplo en bacterias se sabe que el tiempo de induccién de lisis por
bacteriéfagos depende del tamafio de dichas bacterias, siendo necesario mayor
tiempo para células mas grandes (Ryan & Rutenberg, 2007). Lo cual podria
sugerir que la resistencia observada por los macrofagos peritoneales a la muerte

por la amiba solo sea cuestion de tiempo para ser abatida.

Se estudié la muerte inducida en células epiteliales de cérvix de las lineas
celulares HeLa y HEp-2 (ATTC, 2003). Se encontr6 que ambas lineas celulares
son susceptibles a la muerte inducida por amibas, notdndose que las células HelLa
disminuyen su indice de viabilidad aproximadamente tres veces mas rapido que
las células HEp-2. Se ha reportado que las proteasas de cisteina purificadas de Eh
tienen efecto citopéatico sobre monocapas de células HelLa (Pérez et al.,2006),
llevAndonos que a sugerir que sea este el motivo por el cual HelLa presenta
muerte ante la presencia de Eh. Aunque no se encuentra reportado en la literatura
se sugiere que el motivo por el cual HEp-2 presente mayor resistencia a la
amibiasis pueda deberse a que no es axénica y le esté confiriendo algun tipo de
resistencia. Seria interesante en un futuro realizar mas ensayos para comprender
mejor este mecanismo Yy poder visualizar de manera exacta a que se debe la

diferencia en indice de viabilidad.
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Para las lineas celulares A549 y Vero que provienen de las células epiteliales
alveolares y células epiteliales de rifidn, respectivamente (ATTC, 2018), se
demostré que son susceptibles a la muerte celular inducida por la amiba. Se
esperaba gran induccion de muerte de estos estirpes celulares debido a que
cuentan con residuos de D-galactosa en sus cilios, la D-galactosa es un ligando
de la galatosa/N-acetil D-galactosamina utilizado por la amiba para adherirse
(Shibayama & Tsutsumi ,2013; Min et al.,, 2016). Se ha encontrado que
las lectinas ciliotoxicas PA-IL y PA- IIL de Pseudomonas aeruginosa se unen a €l
epitelio ciliado de las vias aéreas humanas, probablemente en residuos de D-
galactosay L-Fucosa, provocando la inmovilizacion de los cilios (Mewe et
al.,2005) y facilitando asi la invasion por el microorganismos, sin embargo, se

observo resistencia por células Vero a la induccion de muerte por la amiba.

Y finalmente pudimos observar que Eh es capaz de generar la muerte de diversas
lineas celulares en diferentes proporciones, parece ser que su induccion de
muerte depende de muchos factores siendo este proyecto un comienzo para
seguir investigando los mecanismos de muerte de la amiba, un parasito de gran
importancia medica debido a su gran indice de morbilidad y mortalidad en el

mundo.
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X.- CONCLUSIONES

Las lineas celulares con mayor indice de mortalidad a un tiempo de
evaluacion de 3 horas y a una proporcion de 1:10 son: A549, RAW vy
macrofagos derivados de médula 6sea con un valor de 58.4 %, 57.1 % vy
41.7 % respectivamente.

El amiboporo se fija a la membrana de todas las lineas celulares
estudiadas, observando el marcaje con mayor coloracion en la linea celular
A549 seguido de HepG2 y HEp-2.
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