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RESUMEN

in vitra los eosindfilos humanos normales (i.e. no activados) son destruidos por

la Entamgeba fistolytica virulenta ain en presencia de anticuerpos y

complemento, Por otra parte los eosindfilos activados son capaces de destruir al
parasito aunque también sucumban en el proceso. Con el fin de estudiar jn vivo
la posible participacién det eosindfilo en el absceso hepdtico amibiano,

empleamos gerbos (Meriones unquiculatus) en los que se indujo eosinofilia

mediante la administracion de un antigeno parasitario ( Toxocara canis).

El absceso hepéatico amibiano se logré medianle inoculacién intraportal de
trofozoitos de E. hisfolytica virulenta (HM1-IMSS). La valoracién del dario
hepético producido se realizé en dos elapas: una lemprana con sacrificios a las
6, 24 y 96 hs y una prolongada (tardla) con curvas actuariales de sobrevida
hasta los 45 dias.

En la primera etapa se encontraron diferencias significativas en el numero y
tamano de los microabscesos hepaticos inducidos después de 96 hs del relo
amibiano entre los gerbos eosinofilicos y los normales mientras que en la
segunda elapa se observd significativamente mayor sobrevida y menor
presencia de lesiones en los gerbos eosinofllicos.

Los niveles de tL-5 en el suero de los gerbos eosindfilicos y los normales fue

similar a lo largo del experimento.
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INTRODUCCION

l.a amibiasis, enfermedad causada por el protozoario Entamoeba histolytica

(E. histolytica), representa un grave problema de salud publica debido a su
amplia distribucion mundial y al nimero de defunciones que ocasiona. Su
prevalencia se estima en 500 millones de personas infectadas de los cuales
solo el 10% desarrollan la enfermedad, llegando a ser letal en aproximadamente
0.1% de eslos ultimos. Por diversos motivos el problema de la amibiasis es mds
severo en paises en vias de desarrollo como el nuestro (WaLsH, 1986). Conla
virtual aceptacién de la existencia de dos especies diferentes de entamoebas

microscdpicamente indistinguibles; una, la Enlamoeba dispar (E. disoar),

aparenlemente inocua, y la otra, nuestra conocida E. histolytica (patdgena), esta
cifra epidemiologica debe ser reconsiderada ya que la mayoria de los
infectados en realidad albergan E. dispar y no enfermaron por ella (Cohen,
1995).

La enfermedad puede variar desde una infeccion intestinal asintomatica hasta el
* dafio severo de algunos drganos como el higado.

A partir del surgimiento de medios de cultivo sintéticos (DiaMonD, 1961; DIAMOND,
1980) para la E. histolytiza, ha sido posible estudiar sus mecanismos de
patogenicidad in vitro e in vivo, pero ain no se conocen del todo estos

fendmenos ylo los procesos de defensa del organismo invadido, Sin embargo,



es evidente que la inmunidad celular del hospedero es un factor de resistencia
importante ante el ataque del parasito.

El papel de los leucocitos {células que se consideran como una primera linea de
defensa contra las infecciones) en la amibiasis lo estudiaron por vez primera
Chévez y Segura en 1974, estos aulores realizaron confrontaciones in vitro de
leucocitos de diversas especies animales y la amiba, y observaron la
prevalencia del efecto ciloldxico de amibas virulentas; posteriormente se
hicieron estudios con neutréfilos polimorfonucleares humanos (JARUMILINTA ¥
KRADOLFER, 1964; ARTIGAS, OTTO Y KAWADA, 1966; GUERRANT, 1981; LOPEZ-OSUNA,
CONTRERAS Y KRETSCHMER, 1986) y células mononucleares >norma|es {GUERRERO,
Rlos v LANDA, 1976; SALATA, PEARSON Y RAVDIN, 1985) obteniendo resultados
semejantes; sin embargo, cuando se utilizaron en las confrontaciones
macrdfagos “activados”, éstos fueron capaces de lisar al pardsito (SALATA, CoxY
RavDIN, 1985) aunque eventualmente también sucumben en el proceso. Estudios
ulteriores confirmaron un efecto similar de los linfocitos T estimulados (SALATA,
Cox Y RAVDIN, 1987).

Es bien conocida la importancia del eosindfilo en la helmintiasis (BUTTERWORTH,
1993) por lo que nos avocamos a investigar Ia posible participacion de este
leucocito en la defensa del organismo contra la amibiasis invasora aunque es
conocida la ausencia de eosinofilia circulante en esta enfermedad (Reco v
BRAUDE, 1988), Estudios in vifro confrontando eosinéfilos normales contra amibas

virulentas confirmaron el efecto cilotéxico del pardsito sobre los primeros



.(LOPEZ-OSUNA Y KRETSCHMER, 1989}, posteriormente, y teniendo en cuenta los
resullados con macrdfagos activados se esludid la interaccion utilizando
eosinofilos “activados” con IMLP, lo que did por resultado la lisis de la amiba
virulenta y ademas de que, a semejanza de los macrofagos “activados" los
eosindfilos también fueron eliminados al final del proceso (LOPEZ-OSuna,
ARELLANO Y KRETSCHMER, 1992},

Nuestro objetivo es investigar in vivo un posible papel protector del eosindfilo,

teniendo en cuenta lo ya observado in vifro. Para esto utilizamos gerbos

(Merianes unguiculatus) (M. unquiculatus), animales aclualmente empleados
como hodelo experimental del absceso hepétiéo amibiano (AHA) (CHADEE Y
MEEROWITCH, 1984; SHIBAYAMA-SALAS ET AL., 1992), y les indujimos eosindfilia en
sangre periférica (fijada inicialmente como > 400 eosindfilos/mm®) por medio de
la administracién intramuscular de varias dosis de un antigeno parasitario
{Toxocara canis). Los animales se retaron con trofozoitos de E. hisfolytica
virulenta (HM1-IMSS) el dia que resultd con mayor eosinofifia (aprox. 21), con el
propdsito de desarrollar el AHA experimental, También se deterhiné iL-5
circulante en diferentes elapas de los experimentos con el fin de detectar su

posible participacién en eslos eventos.



ANTECEDENTES

Entamoeba histolytica

La E. hislolytica es uno de ios eucariotes mas primitivas, perlenece a la familia
Entamoibidae del orden Amoebida, subfilo Sarcodina, superclase Rhizopoda de
prolozoos formadores de seuddpodos, de la clase lobosea (RAvDIN, 1986;
MARTINEZ-PALOMO, 1987).

La E. histolytica puede exislir en dos formas: trofozoilo y quiste (Ravbin, 1995).

Trofozoito

Es un anaerabio facullativo de 10-40 u de diametro, muy activa y pleomaifico,
su cilaplasma carece de algunos arganelos que se encueniran en la mayon'a de
los eucariontes como son: Cciloesqueleto estructurado, microtiibulos
éitoplasméticos, mitocondrias y sistema de lisosomas primarios y secundarios
(MARTINEZ-PALOMO, 1987), se alimenta por fagacitosis y digestidn infracelular de

nutrienles {ORTIz, 1994).

Quiste

Los quistes son formas redondas, o ligeramente ovaladas, de 8 a 20 u de
diametro, los cuales, en muesiras sin tedir, se pueden ver como cuerpos
hialinos con pared refringente. Su citoplasma es paco denso permitiendo la
visualizacion de los flamadas cuerpos cromatoides y nucledios en ntimero de
uno a cualro (MARTINEZ-PALOMO, 1982). Los quisles son una forma de resistencia
de la £, histolytica, ya que pueden sobrevivir fuera del huésped por semanas o

meses en un ambiente hiimedo. E! proceso de enquistamiento de la amiba se dé
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posiblemente cuando las condiciones ambientales le son desfavorables a los
trofozoitos. Atn hoy, dicho evenlo dista mucho de ser entendido cabalmente por
la incapacidad de reproducir el fendbmeno para la £ hislolytica in vilro, sin
embargo, se ha podido confirmar un papel importante de la quitina (polimero de
N-acelilglucosamina unida por enlaces § (1-4), muy comin en hongos,
crustdceos e inseclos pero ausente en humanos) en la transformacion in vitrg

del trofozoito de Enfameeba invadens a quiste. Eslo pudo comprobarse con

inhibidores especificos de quitina los que disminuyeron notablemente el nimero

de quistes formados en cultivo (AVRON ET AL., 1982).

Cicio de vidé

El ciclo de vida es relativamente sencillo. La infeccién se'inicia con la ingesla de
quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gastrico} provenientes de agua
o alimentos contaminados con materia fecal. En el inteétino delgado ocurre la
llamada exquistacion, que consiste en la division del quisle cuatrinucleado que
da origen a ocho nlcleos (estado metaquistico transitorio), la division
citoplasmica continta y emergen ocho trofozoitos. Los trofozoitos se dirigen al
intestino grueso para colonizarlo, ahi se alimentan de bacterias y reslos
celulares. Finalmente, los trofozoitos pueden enquistarse completando el ciclo
(RAVDIN, 1986; RAVDIN, 1995).

En la mayoria de los individuos infectados la E. histolytica habita como

comensal inofensivo en el intestino grueso (TrissL, 1982).



‘Virulencia de la £, histolytica

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de Ia biologia de (a £, listolylica a
partir de la aparicién de los primeros medios sintéticos para su cultivo (DiaMoND,
1981) y su posterior perfeccionanviento (DIaMOND, 1980).

Sin embargo, el pape! de la respuesta inmune en el contro! de la enfermedad no
esld bien eslablecido, menos ain el singular comportamiento del parasito
observado por décadas, que con frecuencia aclia como comensal y raramente
como invasor.

La explicacién a esla conducla ha dado origen a una controversia que parece
resolverse aclualmente, en torno de si existen distinlas especies de Entamoeba
morfolbgicamente idénticas pero de diferente patogenicidad y/o virulencia o de
si es una sola especie que expresa eslas caraclerfsticas sélo bajo ciertas
circunstancias del medio o del huésped (Conen, 1995). Actualmente la balanza
se inclina por la postura que sostiene que exislen distintas especies de
Eniamoeba que son morfolégicamente idénlicas, E. dispar, la especie mas
comin se asocia principalmente con el estado de portador asintomético. La
especie patogénica, referida como E. hisfolytica tiene la capacidad de invadir los
tejidos y causar enfermedad sintomética. L.a exislencia de especies distintas fue
iniciaimente sugerida por Brumpt (BRUMPT, 1925) pero adquirié actualidad por
los estudios de zimodemos. Se observd que cierios zimodemos se asociaban
con la enfermedad amibiana invasora (E. hisfolytica patogena y virulenta) en
lanto que ofros zimodemos lo hacen con el estado de porlador asintomatico
(Ravoiy, 1995). Ulilizando sondas de RNA o DNA se identificaron diferencias
genéticas entre E. dispar y E. histolytica. Empleando 1a técnica de PCR se han
encontrado imporlantes diferencias en fragherllos gendmicos de DNA entre

ambas especies (TANNICH ET AL, 1989). En muestras clinicas se han podido
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distinguir cepas patogénicas de las no patogénicas empleando cDNA (BURCH ET
AL., 1991) y lo mismo puede decirse cuando se han empleado sondas de rRNA

dispar y E. histolylica se han encontrado diferentes epitopos en la subunidad

pesada de 170 kDa de la lectina inhibible por galactosa en E, Jistolytica pero no
en E. dispar (PETRI ET AL., 1990). Olra diferencia es la presencia de eritrocitos
ingeridos por la E. histolytica lo que no sucede con la E, dispar (RAVOIN, 1995).

Es predecible que las diferencias se seguirdn acumulando.

Amibiasis

L.a Organizacion Mundial de la Salud define a la amibiasis; "como la condicion
de poriar el parasito E. histolytica con o sin manifestaciones clinicas" (WHO
BULLETIN, 1969).

De acusrdo a los sindromes presentados por los individuos infectados, la
amibiasis puede ser agrupada como: asintomélica, sintomética sin evidencia
demostrada de invasion tisular y sintomatica con evidencia de invasion tisular
(ORTIZ-ORTIZ, 1994). La amibiasis es una enfermedad que como otras se
relaciona con la pobreza, la ignorancia, las malas condiciones sanitarias, el
hacinamiento y la desnutricion (SEPULVEDA, 1982).

La amibiasis estd ampliamente distribuida en el mundo, siendo la India, Sur y
Oeste de Africa, Lejano Oriente y Sur y Centro América, las areas con mayor

incidencia (RAVDIN, 1995).



Tipos de amibiasis

La amibiasis sintomatica es primariamente una enfermedad intestinal y cuando
llega a ser extraintestinal, generalmente involucra al higado. Aunque existen
algunas variantes a este patrén bipolar, no se ve alterado sustancialmente. Asi
tenemos que, la amibiasis Intestinal se asocia con una gama de alleraciones
anatémicas, que carresponden a condiciones clinicas bien definidas conocidas
coma colitis amibiana ulcerativa, megacolon toxico o disenteria amibiana
fulminante, ameboma o granuloma amibiano y apendicitis amibiana (PEREz-
Tamavo, 1986). Desde luego las dos farmas mas frecuentes de amibiasis son: la

rectocolitis amiblana y el absceso hepético amibiano (AHA).

La amibiasis intestinal

Esta es la forma sintomatica mas frecuente de amibiasis, sin embargo, los
sintomas de esla enfermedad son inespecificos y de poco valor en estudios
epidemiolagicos. Su incidencia en México es del 8% de los pacientes con
diarrea, siendo (en la mayoria de los casos) perfectamente controlahles con la
aplicacion de la quimioterapia adecuada, Algo menos que el 10% de los casos
can amibiasis invasora Intestinal resulta en infecciones mortales (MARTINEZ-

PaLomo, 1987).



Absceso hepdtico amibiano

El AHA se debe a la presencia de amibas en el higado, las que llegan ahi por el
sistema porta a partir de ulceraciones intestinales, donde aparentemente
inducen una pobre respuesta inflamatoria. Se ignora si eslto se puede
generalizar para todos los casos en humanos, o si simplemente se debe a que
una incipiente y temprana respuesta celular ha escapado a su deteccidn en las
series de biopsias examinadas (Martinez-Palomo, 1987), Ulilizando modelos
animales se han podido establecer los evenlos celulares que siguen a la
infeccidn por E. histolytica. Asi sabemos que: alas pocas horas de la llegada de
la E. histolytica a los sinusoides hepaticos, se produce una reaccion inflamatoria
de tipe agudo (donde predominan los leucocitos polimorfonucleares, entre ellos
algunos eosindfilos y escasos- mononucleares) alrededor de las amibas,
notandose en la periferia de dichos infiltrados nlcleos picnoticos y ciloplasma
eosinofilico. Estas lesiones aumentan paulatinamente de tamafio y se van
haciendo mas irregulares, los polimorfonucleares sufren de lisis progresiva por
accion del pardsito y el numero de mononucleares se incrementa, los
hepatocitos sufren de necrosis y las lesiones tienden a ser confluentes dando
origen a granulomas que suelen contener en el centro material necrético, o
eosinofilico. Finalmente, después del quinto dia, la coalescencia de los
granulomas da origen a zonas necrdticas (CHADEE Y MEEROVITCH, 1984; TsuTsum!
ET AL., 1984, SHIBAYAMA-SALAS ET AL., 1992), el desenlace de dicho prdceso
generalmente es la muerte. En opinion de algunos expertos, este aspecto
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microscopico no justifica propiamente el término de absceso (PEREZ-TAMAYO,
1986). £ AHA constiluye menos del 1% de los individuos con amibiasis invasora
aungue esta cifra puede ser mayor en areas epidémicas (MARTINEZ-PALOMO,
1987).

Se sabe que las amibas pueden migrar hacia otros drganos mas faciimente
desde el higado que desde el intestino (SEPULVEDA ET AL., 1954). El AHA es 13
veces mas frecuente en hombres que en mujeres (TONY Y MARTIN, 1992) y 10
veces mas frecuente en adullos que en nifios (SEPULVEDA Y MARTINEZ-PALOMO,
1984), ademas existen estudios que seftalan una posible relacion entre el AHA y
la frecuencia de cierlos haplotipos en algunos grupos élnicos (ARF_LLANO ET AL.,

1992).
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La respuesta inmune en la amibiasis

L.a evidencia de que es rara la recurrencia en la amibiasis invasora sugiere que
existe alguna forma de inmunidad protectora (D& LedN, 1970). Por otro lado se
ha hecho énfasis en la relativa importancia de la inmunidad celular sobre la

inmunidad humoral en la amibiasis (KRETSCHMER, 1993).

Inmunidad humoral

Después del séptimo dfa de desarrollo de un AHA aparecen en el suero titulos
elevados de anticuerpos anti-amibas, los cuales persisten hasta por diez anos
(RAVDIN ET AL., 1990). EI papel protector de dichos anticuerpos se antoja dudoso
debido a que el AHA sigue su curso, a pesar de que como es sabido los
anticuerpos anli-lectina amibiana son capaces de inhibir la adherencia de las
amibas in vitro. Por otro lado el suero de individuos testigos e infectados (con
altos titulos de anticuerpos anti-amiba) es capaz de lisar trofozoilos de cepas no
virulenlas jn vitro, por la aclivacion del complemento por sus dos vias, clésica o
allerna (REED ET AL., 1983). Las cepas virulenlas de E. hisfolytica son resistenles
a la lisis mediada por complemenlo (BRAGAETAL., 1992).

Exisle una respuesta de IgA secrelora conlra la E. histolytica durante la
amibiasis invasora como lo prueba la presencia de anticuerpos en el caloslro y
la saliva. No se sabe si es la infeccion producida por £. dispar o E. histolytica 1o
que induce una respuesta de IgA inlestinal que sea efecliva para eliminar al
parésito del inleslino. No obstante, no exisle evidencia de que la amibiasis
intestinal ocurra con mas frecuencia o sea més severa en individuos con
deficiencias de IgA como ocurre en el caso de ofro protozoario inlestinal
{Giardia lamblia) (KRESTCHMER, 1993). Lo que si se sabe, es que los trofozoitos

de E. histolytica son capaces de degradar a la |gA secretora humana, rasgo que
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podria interpretarse como un mecanismo de defensa del parasito a nivel de las

mucosas (KELSALL Y RAVDIN, 1993).

Inmunidad celular

La inmunidad celular parece desempefar un papel prolector importante en la
amibiasis como lo sugieren las respuestas celulares obtenidas en modelos
animales; la depresion de estas respuestas resultd en un incremento de la
invasividad (GHADIRIAN Y MEEROVITCH, 1981A; GHADIRIAN Y MEEROVITCH, 19818,
GHADIRIAN, MEEROVITCH Y KONGSHAVN, 1983) y se comprobd que la proteccion por
vacunacidén antes de la infeccidn 'se debia a una respuesta inmune celulér
(GHADIRIAN, MEEROVITCH Y HARTMAN, 1980; JAIN, SAWHNEY Y VINAYAK, 198;3;
GHADIRIAN Y MEEROVITCH, 1982¢). Ademds, en esludios de lransferencia celular
adoptiva ha sido posible proteger del desafio con E. histolytica a: perro:‘s.
cricelos (i.e. "hamslers") y ralones. La célula implicada en la inmunidad a la
amiba parece ser el linfocito T, aunque por otro lado no se descarla su
participacion en algunos fendmenos de supresion (KRETSCHMER, 1994).

Debe notarse que durante la fase aguda del AHA, puede ocurrir una depresion
transiloria de: a) la respuesla inmune celular medida por hipersensibilidad de
tipo tardio hacia ciertos antigenos amibianos (QRTIZ-ORTiZ ET AL, 1975), b) el
nimero de linfocitos T (HARRIS Y BRAY, 1976; ARCHARYA Y SEN, 1981; GANGULY Y
KosHy, 1981) y ¢) la produccion del factor inhibidor de la migracién (MIF) (ORTIz-

ORTIZET AL., 1975).



£n retacion a los linfocitos T, se ha observado que los pacientes con AHA tienen
una relacion T4/T8 menpor a los individuos sanos, pero una vez que se curan,
los niveles de linfocitos T4 se restablecen, asi como sus respuestas celulares

conlra la £, hislolytica it vilro (SALATAET AL, 1988),
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Modelos experimentales de amibiasis

Bl estudio de la patogenicidad de la amibiasis se ha abordado

{1 ViV

Estudios in vitro

Los modelos in vilro estudian las confrontaciones de las amibas con células
opiteliales del huésped, como reflejo de los procesos relacionados con la
invasion de los tejidos humanos. Estas inleracciones amiba-células in vitro
comprenden procesos de: adherencia, lisis dependiente de contaclo, fagocitosis

y degradacion intracelular (MARTINEZ-PALOMO, 1988).

La confrontaclén amiba-leucocitos in vitro

En estudios realizados jn vilrg, el evento o confrontacion entre trofozoitos de E,
histolytica y leucocitos (humanos y de otros animales), ha suscitado interés en el
proceso como en un posible mecanismo de defensa (CHEVEZ Y SEGURA, 1974;
SALATA ET AL., 1986). Asi, se han estudiado diversos tipos de leucocitos como

posibles agentes efectores contra la amibiasis.

Los polimorfonucleares

En estudios de confrontacion amiba contra leucocitos polimorfonucleares se ha
observado una quimiotaxis positiva alrededor del parasito y un sélido contacto
lsucocito-amiba (SALATA, Cox Y RAVDIN, 1985); en este proceso los leucocitos
son lisados y adn fagocitados por amibas virulentas, esta accion destructiva

persiste aln con proporciones de 3000 polimorfonucliearss por amiba, en
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presencia de complemento, o con anticuerpos anti-amiba (mayoritariamente
1gG). Por ofro lado los polimorfonucleares solo pueden destruir amibas poco
virulentas, empleando para ello mecanismos no oxidalivos (JARUMILINTA Y
KRADOLFER, 1964; GUERRANT ET AL, 1981; LOPEZ-OSUNA, CONTRERAS Y KRETSCHMER,

1986).

Los eosindfilos

Estudios realizados con eosindfilos no “activados” y amibas en proporciones de
10:1 y 200:1 mostraron la vulnerabilidad de los primeros ante la E. hisfolytica
virulenta. El grado de letalidad mosird ser dependiente de la dosis y del tiempo,
sin dafio del parasilo y el proceso no fue afectado por la presencia de
complemento, o anticuerpos anti-amiba (LOPEZ-OSUNA Y KRETSCHMER, 1989). Sin
embargo, cuando se ulilizaron en la confrontacion eosindfilos "activados” con
fMetil-leucil-fenilalanina (fMLP), estos adquirieron propiedades liticas sobre las
amibas semejantes a las mostradas por los macréfagos activados (LOPEZ-OSUNA,

ARELLANO Y KRETSCHMER, 1992).

Los macréfagos

La interaccion de amibas virulentas con macréfagos normales (i.e. no activados)
culmina con la lisis de los Ultimos sin afeclar la viabilidad de las amibas, esta
accion es dependiente del contacto e independiente de la presencia de
anticuerpos (SALATA Y RAVDIN, 1986). Por el contrario, los macrofagos
"aclivados”, con lectinas o linfocinas destruyen a las amibas ulilizando para ello

mecanismos exiraceluiares oxidativos y no_exidalivos, dependientes del

contaclo y tiempo e independientes dei suero. La accion litica de los macréfagos

sobre lag amibas virulentas es efecliva en proporciones que varian de 10:1 a
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100:1 encontrandose generalmente una disminucion en la viabilidad del
macrifago probablemente producida por productos tdxicos liberados por el
parasito (SALATA, PEARSON Y Ravow, 19885), Ef IFN-y activa la destruccion de
trofozoitos de £, histolytica por los macrdfagos (SALATAET AL, 1988; SALATAET AL,
1987).

Los linfocitos

Los finfacitos T no estimulados sucumben a la actividad citolitica de amibas
virulentas in vifro, mientras que los tinfocitos T8 (citotdxicos) estimulados con
leclinas, destruyen a ia E. hisfolylica virulenta (SALATA, PEARSON Y RavDiN, 1985;

SALATA, MARTINEZ-PALOMO Y MURRAY, 1986).

Estudias in vivo

Se cree que los huéspedes naturales de la E. isfolytica son monos del “vigjo
mundo”, en los cuales el parasilo puede vivir como comensal sin causar ningun
dafo (MItLER, 1952). El parasitismo en el hombre y en monos del "nuevo
mundo” es un hecho aparentemente reciente que no ha dado origen a un sano
equilibrio huésped-pardsilo, por lo que a menudo resulta en enfermedad
(MEEROVITCH Y CHADEE, 1988; TsuTsum, 1988).

Se han utilizado una decena de especies animales con e} fin de reproducir la
enfermedad en condiciones controladas de laboratorio. No obstante, ha sido
imposible establecer una infeccion tal y como ocurre en la naturaleza, esto es: a
través de la administracion de quistes, producir desenquistamiento y la
formacion de trofozoilos en el ileon terminal, con el consecuente dafio al

intestino grueso y olros arganos, principalmente el higado.
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Los primeros modelos animales utilizados para  estudiar la  amibiasis
experimental in vivg emplearan perros y gatos, sin embargo, a pesar dé que se
obtuvieron dalos importantes, actualmente su uso liende a desaparecer debido
a la falta de uniformidad, dificultad de manejo y alto costo.

Las ventajas que ofrecen varias especies bien caracterizadas de roedores ha
permitido su emplea como buenos modelos de amibiasis experimental, no
obstante, debe notarse que siguen existiendo diferencias de respuesta entre
ellos, dando origen a que algunos sean mejores para fa infeccion intestinat
(cobayos, conejos y ratas) y otros para la hepélica (cricelos y gerbos

(MEEROWITCH Y CHADEE, 1988; TsuTsumi, 1988).

Modelos de amibiasis intestinal

Este lipo de modelo es considerado camo el mas dificil de lograr. Mas inclusive
que el modelo de AHA, Para este {in se han ulilizado cricetos y cobayos a los
que se les producen lesiones amibianas, inoculando directamente al intestino
trofozoitos de E. hislolytica cultivados en medio axénico (ANAYA-VELAZQUEZ,
1985). También se han utilizado gerbos (CHADEE Y MEEROVITCH, 1985A; CHADEE Y
MEEROVITCH, 19858, SHIBAYAMA-SALAS E£T AL., 1992), los cuales son susceplibles de
producir lesiones intestinales cuando se les inocula intracecalmente trofozoitos

de E. histolytica.
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Modelos de amibiasis hepatica

Ef criceto ha sido por mucho el modelo mas ampliamente usado para la
formacién del AHA debido a su elevada susceplibilidad. El modelo fue descrito
por Reinertson y Thompson en 1951 y a partir de enfonces ha sido muy utilizado
(TREVIRO-GARCIA MANZO ET AL., 1970; TANIMOTO ET AL., 197 1; AGUIRRE-GARCIA ET AL,
1972). La induccién de AHA experimental en animales, ha dado origen a
descripciones minuciosas del parénquima hepdtico afectado. Utites en Ia
comprensian del establecimiento del parasito y la formacion subsecuente det
AHA (TSUTSUMI ET AL., 1984; TSUTSUMI Y MARTINEZ-PALOMO, 1988).

E! empleo de gerbas (M. unguiculatus) fue propuesto por Diamond en 1974
(DIAMOND ET AL, 1974). Este aulor fue capaz de producir AHA experimental
inacutando intrahepaticamente trofozoilos de E. histolytica a un grupo de ostos
animales. Un hallazgo imporiante fue la observacién de que ta £ hislolytica
resullaba menos virulenta en gerbos que en cricelos. Esto sugerfa que dicho
maodelo restltaria mas parecido al de la amibiasis humana, por lo que desde
entonces se ha empleado para estudiar ia patologia de la amibiasis,
produciendo AHA experimentali mediante la inoculacién de amibas por via
intrahepatica o intraportal (CHADEE Y MEEROVITCH, 1984; CHADEE Y MEEROVITCH,

19848; SHIBAYAMA-SALAS ET AL., 1992).
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Una forma apropiada de evaluar el encuentro amiba-leucocitos in vivo ha sido el
empleo de modelos de AHA en animales (prefieriéndose los gerbos por el
parecido de las lesiones inducidas con las de los humanos), donde bajo
condiciones controladas, se han observado los eventos celulares que se
presentan durante las diferentes elapas de dicha infeccion. Debido a los
resultados abtenidos con los estudios in vitro de la interaccion eosindfilas
“activados”-amibas nos propusimos confirmar estos hallazgos in vivg, con este

propdsito se desarrollaron los estudios que se presentan en esta tesis,
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.0S EOSINOFILOS

l.os eosinofilos son leucocitos polimorfonucleares, producidos en la médula
oOsea, que migran a través de la sangre hacia los tejidos. En 1879, Paul Elrlich
describid por primera vez sus propiedades de lincion, es decir, la gran afinidad
de sus granulos por los colorantes dcidos como la eosina, de ahi su nombre
(SPry, 1993). Debido a la carencia de protelnas estirpe especificas en su
superficie membranal, la coloracién de sus granulos sigue siendo un criterio
vélido para diferenciarlo de los ofros leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos y
basofilos). Su tamaiio es parecido al de los neutrdfilos (8 de didmetro), poseen
un ntcleo bilobulado y granulos citoplasmaticos distintivos. En seres humanos
sanos su nUmero es reducido en la circulacion; 0.5-1.5% de los leucocitos
circulantes son eosindfilos (< 400 /mm® en nlimero absoluto), mientras que en
la médula dsea representan el 3.0-3.5% de las células (GLEICH, 1988, WELLER,
1991).

Grénulos

Una de las principales funciones de los eosindfilos es su citoloxicidad, esto se
debe en gran parie a la accion de las diferentes proteinas provenientes de sus
grénulos citoplasmaticos. Dichos granulos se pueden dividir en:

Grénulos especificos (responsables de las propledades tintoriales y

generalmete identificados por su abreviacidn en inglés); son los mas grandes y
aparentes, contienen hidrolasas lisosomales, asi como la mayoria de las
protelnas catidnicas Unicas de los eosindfilos. Ademas poseen un nlcleo
cristaloide compuesto por la proteina basica prinéipal (MBP), una matriz que
contiene la proteina cationica del eosindfilo (ECP), la neurotoxina derivada del

eosindfilo (EDN) y la peroxidasa eosinofilica (EPO).
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Granulos primarios; carecen de un nucleo cristaloide y son de desarrollo

temprano en la maduracion de la célula.

Granulos peguerios; contienen arilsulfatasa y olras enzimas,

Los eosindfilos poseen ofras eslructuras no consideradas como granulos
llamados “cuerpos lipidos”, que son inclusiones de lipidos no unidos a la

membrana celular (WELLER, 1991),

Funcién de los eosindfilos

Por mucho tiempo los eosindfilos escaparon a la atencion de los investigadores,
al contrario de sus parientes cercanos, el polimorfonuclear neutrdfilo y el
basofilo, quizd por su peculiar comporlamienlo. Asi, a principios de siglo se
pensaba en un papel protector dé los eosindfilos removiendo detritus y
destoxificando tejidos en enfermedades alérgicas y granulomalosas (SCHWARZ,
1914). A mediados de siglo se les atribuyd alguna participacion en el efecto de
la histamina y en la presentacién de anligeno para la sinlesis de anticuerpos
(SPEIRS, 1958).

Otros posibles papeles incluyeron la reparacidn de tejidos como el Utero en
algunos animales (BASSET, 1962), como acelerador de los mecanismos de
reparacion después de un trauma (BAKER ET AL, 1976) y como estimulador de Ia
produccién de moco en el epitelio glandular. A partir de los 70's se han
involucrado a los eosindfilos en procesos “pro-inflamatorios” y de defensa contra
organismos polencialmente patdgenos, como los helmintos (BUTTERWORTH,
1984). En los 80’s la atencidn se centré en la hipdlesis de que los eosindfilos
podian regular las respuestas mediadas por las células cebadas (AUSTEN, 1987).
Por ofro lado se sabe de su capacidad para secrelar sus compuestos granulares
almacenados, mediadores lipldos recién formados y produclos del metabolismo
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del oxigeno, los cuales pueden afectar a células y tejidos adyacentes en el
proceso de la inflamacion (GLEicH, 1988; WELLER,1991). Aclualmente los
eosindfilos se asocian a distintas enfermedades, entre las que podemos citar:
parasilosis por helmintos, enfermedades alérgicas, asma, sindrome
hipereosinafilico, y algunas otras de causas menos definidas (HENDERSON £T AL.,
1980; Q' DONNELL ET AL., 1983; ZHEUTLIN ET AL, 1984; BUTTERWORTM, 1984;

HENDERSON, 1987).

El papel de la IL-6 en la eosinofilopoyesis

A partir de los trabajos de Beeson se supo que la eosinofilopoyesis estaba bajo
* el control de los linfocitos T (BAsTEN v BEEsoN, 1970). Son tres las cilocinas
"~ involucradas en la produccidn y maduracién de los eosindfilos. el faclor
estimulante de colonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF), la interleucina 3
- (IL-3) que estimula el desarrollo de los eosindfilos y ofros leucocitos, y la
interleucina § (IL-5) que es especifica para el desarrollo y diferenciacion de los
eosinofilos (CLUTTERBUCK ET AL., 1898; SONODA ET AL., 1989).

La IL-5 posee algunas propiedades entre las qué deslacan: el aumento de la
desgranulacion de los eosindfilos inducida por el receplor de IgG (FusisAwaA ET
AL, 1990), es quimioatractante para los eosindfilos (WaANG ET AL, 1989) y
aumenta la liberacion de histamina y LTC4 de los basofilos (LOPEZ ET AL., 1990;
BISCHOFF ET AL., 1990),

Su accion in vitro sobre la diferenciacion y proliferacion de precursores de
eosindfilos ha sido confirmada al utilizar IL-5 recombinante (YAMAGUCHI ET AL.,
1988), asi como también su expresion bajo diferentes tipos de estimulacion

(TOMINAGA ET AL., 1988).



Por todo lo anterior, resulta obvio el relacionar a la I1.-5 con el incremento de
gosinolilos circulantes. Este indicio se ha podido comprobar in vivo al
observarse una relacion directamente proporcional entre el ntimero de
eosindfilos y la cantidad de IL-5 en un ralén, cuya eosinofilia fue causada por

infeccion con T, canis (YAMAGUCHI ET AL., 1990),

Métodos de determinacion de IL-5

En la determinacion de IL-5 se emplean las llamadas pruebas bioldgicas que
utilizan lineas celulares dependientes de IL-5, interpretdndose el grado de
crecimiento de estas células como una medida de la actividad bioldgica de la
cilocina (CoLiGAN ET AL., 1995); asi como las cUantificaciones directas de la
interleucina, utilizando estuches comerciales de pruebas de ELISA que emplean

anticuerpos monoclonales, ligados a una enzima.

Modelos de eosinofilia

Se define como eosinofilia al aumento del nimero de eosindfilos (esencialmente
> 400 eosinéfilos/mm’) en la corriente sanguinea. Sabemos que esta condicion
es una caracleristica de algunas parasitosis, especialmente aquellas que
involucran fa migracién de estados larvarios como en los helmintos (GLEIcH,
1988).

Con el fin de estudiar el papel de los eosindfilos en algunos procesos bioldgicos

se han ideado modelos animales de eosinofilia en roedores (ratones, ratas,



.cobayos y gerbos (Cook, SMITH Y SPICER, 1993; VELAZQUEZ, 1994), los cuales han

empleado diferentes agentes inductores como son;

a) la ciclofosfamida (CY) seguida de la inoculacion de un antigeno no
parasitario como Ia hemocianina de la lapa de mar (KLH) (Vanas, 1981).

b) CY mas otros antigenos, incluyendo algunos parasitarios (VADAS, 1982;
WAKELIN Y DONACHIE, 1983; LAMMAS ET AL., 1988).

¢) inoculacion intramuscular con antigeno parasitario de T. canis (VELAZQUEZ ET
AL., 1994).

d) lainfeccion con Trichinella spirallis (LAMMAS ET AL., 1988).

e) la inoculacion oral con huevos de Ascars suum (MITCHELL, 1979, SUGANE,

1988).

f) lainfeccion con Nippostrongylus brasiliensis (WATANABE €T AL., 1988).

g) la inyec‘cién intravenosa de particulas como el sephadex (WALLS v BEESON,
1972) o particulas de latex cubiertas de proteina (SCHRIBER Y ZUCKER-FRANKLIN,
1974).

h) aquellos que utilizan los prbductos de la biologia molecular mas recientes
como son la inyeccion intraperitoneal a ratones con IL-5 recombinante
humana (FATTAH ET AL, 1990), 0 murina (HITosHI ET AL., 1991), o la aplicacion
de la ingenieria genética, creando ratones transgénicos que sobreexpresan el

gen de laIL-5 (DENT ET AL., 1990; HiTosHI ET AL, 1991).
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El papel del cosindfilo en la amibiasis

La cosinofilia no es una caracteristica de las amibiasis intestinales y
extraintestinales, y es bien conocido el aumenta de leucacilos circulantes con
grandes porcentajes de polimotfonucleares en los casos de AHA (Reep v
BRAUDE, 1988), Sin embargo, como ya se menciond, el eosindfilo es una de las
primeras células en acudir al llamado en las reacciones inflamaforias
tempranas, por lo no puede descariarse su posible intervencion en la lucha

contra la £, hislolytica.

L.a confrontacion del eosindfilo y la amiba jn vitro

Como se sefiald eﬁ el apartado "La confrontacion amibas-leucocitas in vilra" 1a
participacion del eosindfilo en la amibiasis ha cobrado vigencia, siendo los
flamados eosindfilos “activados” potentes células ciloliticas in vitro de la E.

histolytica virulenta.

La confrontacion del eosinéfilo y la amiba jn vivo

La idea de confirmar los hallazgos in vifro con experimentos in vivo, se tradujo
primero en un modelo de rata con eosinofilia a la que se le produjeron lesiones
testiculares amibianas {LOPEZ-OsunA ET AL, 1990). Los resultados de dicho
experimento no arrojaron evidencia de una posible participacion del easindfilo
en el eslablecimiento de la lesion amibiana ya quse las lesiones testiculares en
ralas eosinofflicas fueron en lodo similares a las observadas en las ratas
{estigo. Sin embargo, dicho modelo no es muy afortunado si consideramos la

resistencia natural de la rata a la amibiasis.

31



El presente trabajo es un enfoque nuevo para el estudio de la confrontacion
amiba-eosindfilo jn vivo, en el cual utlizamos un modelo de AHA experimental
en gerbos con eosinofilia producida por la administracion de un antigeno
parasitario (7. canis); con ello se pretende estudiar el probable papel dei

eosindfilo como célula efectora en el combate contra la amibiasis invasora.
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MATERIAL Y METODOS

TECNICAS

1.- Cuentas totales y diferenciales de leucocitos y eosindfilos

a) Cuenta de leucocitos
Los animales previamente anestesiados (ver seccion 6), se sangraron
cada tercer dia, por la mafana. La cuenia total de leucocitos se realizé
utilizando pipetas para cuenta de gldbulos blancos, éstas se llenaron hasta
la marca de 0.5 con la ;sangre y luego se diluyd (1:20) con liquido de Turk
[(acido acélico glacial al 3%, agua destilada 97% y azul de metileno
0.001%) (LYNCH ET AL., 1977)] . Las pipelas se colocaron en un agitador
Solbat (Aparatos Cientificos) por 30 segundos, posteriormente se procedio
a descartar las tres primeras golas de cada pipeta y a llenar las camaras
de Neubauer donde se efectud el conteo segun el método habitual (LyneH

ETAL., 1977).

b) Determinacion del numero absoluto de eosindfilos
Los eosindfilos se calcularon utilizando frolis matinales de sangre
periférica, tefidos con la técnica de Wright, calculando el porcentaje
(cuenta diferencial en 200 células) y el nimero absoluto/mm® (LAUFER ET

AL., 1987).
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2.- Caracteristicas de los gerbos

(establecida a partir de algunos animales gentilmente donados por el . G.
Acosta), de dos meses a un afo de edad, con un peso entre 65 y 110 g.
Dichos animales en ndmero no mayor de seis, se agruparon por $exo en

jaulas y se alimentaron con Purina™ y agua ad fib.

3.- Parésitos y obtencién de antigenos

a) Parasitos: T, canis y Ascarfs lumbricoides (A. lumbricoides)

i) Gusanos de T. canis

A grupos de 15 a 20 cachorros callejeros menores de 4 meses
(facilitados por un asilo de animales) se les desparasité con piperazina
(Piperawitt, Lab. Colliere, SSA, Meéxico), 10 mg/Kg. de peso,
administrada por via oral. En el transcurso de las siguientes 18 hs se
recolectaron las heces, y se obtuvieron los gusanos que se lavaron con
agua corriente y solucion salina de fosfatos (PBS) pH 7.2. Los gusanos
de T. capis se seleccionaron en base a los siguientes criterios
morfoldgicos: los machos presentan un par de alas cervicales de forma
lanceclada, en promedio son mas pequefios que las hembras, (10 y 18
cm respectivamente); ademds, presentan en la punta de la cola un
pequefio apéndice que se asemeja a un dedo pequefio (Dunn, 1983).
Cada lote consistié de al menos 30 gusanos.
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i) Gusanos de A, lumbricoides
Se obtuvieron 30-40 gusanos adultos de A, lumbricoides entre machos y

hembras, de la coleccion del Departamento de Parasitologia de la

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN.

b) Obtencién de antigenos
i) Antigeno de T, canis larva-cascardn
Se seleccionaron las hembras a partir de 40 gusanos adultos de T,
canis (DUNN, 1983), se les hizo un corte longitudinal con el fin de
extraerles el Utero y los oviductos, éstos se somelieron a presion de
arrastre utilizando varillas de vidrio en forma de L con el fin de expulsar
los huevos, los que se lavaron en PBS con formol al 1% vy
posteriormente se incubaron en la obscuridad a 37°C con 5% de CQ,
por no menos de tres semanas. La viabilidad de los huevos se mantuvo
en observacion (determinada por micrascopla de luz), y cuando llegé a
ser mayor de 60% se sonico el material con cinco ciclos de un minuto
(min) cada uno, se liofilizd y se separd en alicuctas que se mantuvieron
a -70°C hasta su uso (SmTH, 1989). Antes de utilizarlo el antigenc se
hidraté con PBS pH 7.4 y se determing el contenido de proteinas
utilizando el método de Lowry con el objeto de ajustarlo a la dosis

requerida (METCALF ET AL., 1986).
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i) Antigenos de T, canis y A. lumbricoides adultos

Se trituraron de 30 a 40 gusanos machos y hembras adultos de cada
pardsito en un homogenizador, modificado de Dounce, sumergido en
bario de hielo. El material se sonicd con cinco ciclos de 1 min cada uno,
se filtrd en una malla de metal No.20 y se liofitiz6 siguiendo el mismo
procedimiento que se indicd antes (CROWCROFF Y GILLESPIE, 1991;
VILLANUEVA Y KOZEK, 1992).

El proceso de obtencion de antigenos parasitarios se llevo a cabo en el

Departamento de Parasilologia de la EN.C.B del IPN, contando con

donacion de especimenes de coleccion de dicha institucion y la asesoria

de la Maestra Patricia Llaguno Violante.

4.- Adyuvantes usados

Adyuvante comercial Titer-Max (Vaxcel, Inc. USA} compuesto por una
emulsidn de agua-aceite y particulas de silica recubiertas de copolimero que
actiian como estabilizante, De acuerdo a las especificaciones del fabricante
se mezcld antigeno de T. canis adulto y adyuvante en proporcién volumétrica
de 50:50 antes de ser utilizado.

Adyuvante incompleto de Freund (Sigma Co, St. Louis, Mo.,USA). El antigeno
de T canis adulto se mezcld en proporcién volumélrica de 50,50 en dicho

adyuvante antes de ser utilizado.
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5.+ Cultivos de E. histolytica

Amibas

Se utilizd la cepa HM1:IMSS de E. hislolytica cultivada en medio axénico TYI-
5-33 (DIAMOND ET AL., 1978). Para la preparacion del inoculo, las amibas se
cosecharon durante la fase logaritimica (72 hs); se incubaron en agua de
hielo durante 10 min y se centrifugaron a 1500 rpm a 4°C (centrifuga IEC
Centra MP4R). Después de relirar el sobrenadante, los trofozoilos se
resuspendieron en solucién salina fisiologica estéril frla, y ulilizando azul
tripano al 0.5% se conltaron las amibas viables al microscopio en una camara
de Neubauer (METCALF ET AL, 1986). Las dosis utilizadas siempre se ajustaron

en un volumen total de 0.1 inl de solucién salina.

6.- Inoculacidn Intraportal de trofozoitos de E. histalytica

Los gerbos se anestesiaron con una inyeccién intramuscular (IM) de 0.2 mi
de Dehydrobenzperidol (2.5 mg/m!) (Janssen Farmacéutica de México) (0.5
mg), después de 5 min se aplict ofra inyeccion por la misma via de 0.3 ml de
Ketamina (50 U/ml) (Ketalar®, Parke, Davis y Cia. de México S.A de C.V) (15
U). Posteriormente se rasuraron los animales en la region ventral con navaja
de afeitar, se les colocd en una mesa de diseccion en posicidén decubito
dorsal, sujetando sus extremidades a los lados de la mesa. Previa asepsia
(con tintura de mertiolato) de la regién a operar, se procedié a cubrir ésta con

gasas eslériles. Trabajando siempre en condiciones quirtirgicas estériles, se
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hizo una incision longitudina! media abdominal de aproximadamente 3 ¢ con
una hoja de bisturi No. 22, en la parte ventral izquierda del animal y paralela
a la glandula de secrecion. Se abrid la cavidad abdominal en dos planos, piel
y pared muscular, se expusieron los intestinos, se localizo la vena porla en el
mesenterio. Se inyectaron suave y lentamente las amibas contenidas en
solucién salina fria, utilizando una jeringa de insulina con aguja No. 27 x 13
mm. Para controlar la hemorragia que sigue a la exiraccion de la aguja se
utilizé Gelfoam® (Upjohn, México), colocando en el sitio de la inoculacion
minitorundas con ligera presién intermitente, la incision se cerrd por planos
utilizando sutura de polipropileno (Mercilehe *Y (Ethicon Incorp., N.J., USA)
de cuatro ceros, y finalmente se desinfectd la herida con mertiolato o
furozona (Topazone®) (Lab. Columbia, México). Los animales se dejaren en

jaulas aisladas hasta su sacrificio.

7.- Toma de muestra de tejido de higado, su procesamiento y tincién

Se abtuvieron las muestras de tejido de los higados de cortes realizados en
los mismos sitios (I6bulos) en todos los animales, el material se coloco en
solucién de formol al 10% en PBS (MeeroviTcH Y CHADEE, 1988) hasta su
pracesamiento esto es, su inclusién en en parafina, cortado en un microtomo

y tefiido con hematoxilina-eosina.
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El area de los microabscesos se midio utilizando un micrometro colocado
{American Oplical, Co., USA) en un microscopio Reichert, se contaron 10

campos a 20x anotando y cuantificando {a presencia de amibas.

8.~ Determinacion cuantitativa de i1L.-5

Para la cuantificacion de IL-5 en suero ademas de las muestras de sangre
oblenidas de los animales que se mencionan en los grupos experimentales
(ver mas adelante), se obiuvieron muestras de los siguientes grupos;
i) Diez garbos machos de 7 meses de edad y de 75-35 g sin ningun tipo de
manipulacién previa {tesligos basales).
it) Cinco gerbos machos de 8 meses y de 80-100 g a los que se les inoculd
por via intramuscular {IM) 0.1 mi de solucion salina a los 0, 4, 7 y 14
dias después de iniciado el experimento (lestigos con sofucién salina).
iii) Seis gerbos machos de 6 meses y de 70-75 g a los que se les indujo
sasinofilia por inoculacién IM de antigeno de T, canis sin adyuvante
(testigos eosinofilicos sin AHA).
Todos los animales se sangraron por puncion intracardiaca utilizando
jeringas de 3 ml y agujas de 20 x 32 mm. La sangre de cada animal se dejé
coagular en tubos estériles de poliestireno de 13 x 100 mm (Falcon™) que
luego sa centrifugaron a 3000 rpm, 10 min. Posteriormente, se separaron
fos sueras asi obienidos utilizando jeringas de tuberculina con aguja de 25
x 32 mm, y se colocaron en criotubos estériles de polipropileno (Bio-Freeze
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Vials, Costar™) de 1.8 ml guardandolos a -70°C en un congelador (Revco)
hasta su uso.

Para determinar la IL-5 se empled un estuche comercial (Endogen, Inc.,
USA) cuya técnica es la siguiente: en cada pozo de una microplaca para
£LISA recubierta con anticuerpas anti-ll.-5 murina, se colocaron 50 pl de
solucion de placa (proporcionada en el equipo), mds 50 ! de cada
muestra a delerminar (eslandares o sueras). Se incubd la microplaca por
2 hs a 37°C, se lavé can solucién amortiguadora y se agregd 100 ul del
conjugado anticuerpo anti-lIL.-6 murina-enzima incubandose de nuevo par
1ha37°C. Al cabo de este tiempo se lavd nuevamente y se agregd a cada
pozo 100 yl del sustrato enzimatico, dejandose desarroljar el calor en la
obscuridad y a lemperatura ambiente durante 30 min. Finalmente se
detuvo la reaccion adicionando 100 y! de un dcida inorganico y se leyd en

un lector (Microwell System Reader 530, Organon Teknika) a 450 nm.

GRUPQS EXPERIMENTALES Y TESTIGOS

1.~ Induccldn de eosinofilia

a) Grupo con antigeno de I. canis larva-cascarén
Aun grupo de cuatro animales se les inoculd un volumen equivalente a
1 mg de proteina del antigeno parasitario de T, canis larva-cascarén por

via IM, alos 0, 3, 14 y 22 dias post-inoculacian.
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'b) Grupo con antigeno de T, canis adullo
A oftro grupo compuesto de cinco gerbos, se les inoculd un volumen

alos 0, 3, 8y 15 dias después del inicio del experimento.

¢) Grupo testigo
Integrado por cinco animales que se inocularon por via IM con 0.1 mi de
solucidn salina al 0.85% cada vez, a Ins 0 (primer dia de inoculacién), 3,

14 y 22 dias post-inoculacion.

d) Grupo con antigeno de A, [umbricoides
Se formd con tres animales a los que se les inoculd con un volumen
equivalente a 1 mg del antigeno parasitario de A, lumbricoides a los 0, 3, 8

y 15 dias posteriores al inicio del experimento.

En todos los casos el volumen total inoculado nunca fue mayor a 0.6 ml.
conteniendo 1 mg de proleina del antigeno parasitario.

A todos los grupos se les determind cada tercer dia el numero de
leucocitos y de eosindfilos en camara de Neubauer y en frotis de sangre

periférica matinales como ya se describié en TECNICAS seccion 1.
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2.- Pruebas de virulencia
La virulencia de la E. histolytica (delinida como la aparicion de AHA en el
100% de animales inoculados con amibas) se probd antes de retar a cada
grupo de gerbos, Esto se hizo inoculando 2.5 x 105 trofozoitos de E,
histolylica virulenta (cultivos de 72 hs) por via porta (ver TECNICAS seccién
G) a gerbos menores de un @io de edad y de entre 60 y 110 g (24 pruebas)

los que desarrollaron AHA en cuatro dias post-inoculacion,
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3.- Establecimiento de la dosis minima de inoculacion de los trofozoitos de
E.

histolytica capaz de producir AHA experimental,

Intentamos usar una dosis que no fuera tan agresiva para las gerbos como la
utifizada comtnmente en la induccion del AHA experimentat (2.5 x 10%), pera
que al mismo tiempo nos permitiera la confirmacién microscopica det abscesa
desde una fase temprana; por lo que se probaron dosis de 5 x 10, 7.5 x 10%y
1 x 10°. Esto con el fin de aumentar las probabilidades de demastrar un

efecto de los eosindfilos en estos fendmenos.

a) Gerbos inoculados con 5 x 10" trofozaitos de E. histolytica

iy Un grupo de tres gerbos de 8 meses de edad y 70-B0 g se inoculd con
5 x 104 trofozoitos de £, hislolytica por via porta y se sacrificd a las 6 hs
post-inoculacion utilizando una sobredosis de anestesia.

ii} Otro grupo de tres gerbos machos de 9 meses de edad y 60-70 g se
inoculd con 5 x 10 trofozoitos por via porta, se sacrificd a las 24 hs

post-inaculacion,

b) Gerbos inocutados con 7.5 x 10" trofozoitos

i) Un grupo de tres gerbos machos de 7 meses de edad y 65-75 g se
inaculé con 7.5 x 104 trofozaitos por via porta y se sacrifich a las 6 hs

post-inaculacion,
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i) Otro grupo de tres gerbos machos de 7 meses de edad y 60-70 g se
inoculd con 7.5 x 104 E. Nistolytica por via porta y se sacrifico a las 24 hs

post-inoculacion.

¢) Gerbos inoculados con 1 x 10° trofozoitos
iy Un grupo de cuatro gerbos machos de 8 meses 70-80 g se inoculd con
1 x 10°amibas por via porta sacrificandose a las 6 hs post-inoculacion.
ii) Otro grupo de tres gerbos machos de 7-9 meses 75-80 g se inoculd con
1 x 10° trofozoitos por via poria y se sacrificd después de 24 hs,
A lodos los animales se les tomd muestras de higado, las que se

procesaron para su estudio histolégico (ver TECNICAS seccion 7).

4,-Induccidn de AHA experimental para el estudio de etapas tempranas (6,

24y 96 hs post-inoculacién de la amiba)

a) Gerbos eosinofilicos

Se formaron tres grupos de animales con las siguientes caracteristicas:

i) Doce gerbos machos de 5 a 6 meses de edad y de 60-110 g para ser
sacrificados a ias 6 hs post-inoculacion de las amibas (siete de estos
animales se sangraron para la determinacién de IL-5),

i} Ocho gerbos machos de 10 meses de edad y de 80-110 g sacrificados a
las 24 hs post-inoculacidn (tres de estos animales se sangraron para ia
determinacion de IL.-5).
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iii) Nueve gerbos machos de 6-7 meses de edad y de 70-100 g sacrificados
alas 96 hs post-inoculacion (siete de estos animales se sangraron para
ta determinacién de IL-5).
A todos los animales se les indujo eosinofilia previamente inyectandoles el
equivalente a 1 mg de proteina de antigeno de 1. canis adulto, sin
adyuvante, los dias 0, 4, 7 y 14 después del inicio del experimento. En el
dia 21 (maxima eosinofilia de acuerdo a pruebas previas, ver TECNICAS
Seccion 1 y Resultados) los gerbos se inocularon con 1 x 108 trofozoitos
por via portal; transcurrido el tiempo a evaluar (G, 24 y 96 hs como ya se

indico) se procedid a sacrificar a los animales, extrayendo sus higados y

procesandolos para su revision microscopica.

b) Gerbos no eosinofilicos (normales)

Se formaron tres grupos de animales con las siguientes caracteristicas:

i) Trece gerbos machos de 7 a 8 meses de edad y de 60-80 g sacrificados
a las 6 hs post-inoculacion de las amibas (de dos de estos animales se
obluvo sangre para la determinacion de IL-5).

ii) Ocho gerbos machos de 8 meses de edad y de 75-95 g sacrificados a
las 24 hs post-inoculacion (dos de ellos se sangraron para la
determinacién de |L-5).

iii) Ocho gerbos machos de 6 meses de edad y de 80-100 g sacrificados a
las 96 hs post-inoculacion de las amibas (siete se sangraron para la
determinacién de IL-5).
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Todos los animales se inocularon con 1 x 10° amibas por via portal, y
transcurrido el liempo a evaluar (6, 24 y 96 hs como se mencionod) se
procedio a sacrificarlos, a extraer sus higados y procesarlos para su

examen,

c) Gerbos normales (testigos de manipulacion quirtrgica)

Se formaron tres grupos de animales con las siguientes caracteristicas:

i) Cuatro gerbos machos de 7 meses de edad y de 110-115 ¢ sacrificados
a las G hs post-inoculacion.

ii) Cuatro gerbos machos de 4 meses de edad y de 60-70 g sacrificados a
las 24 hs post-inoculacion.

iy Cuatro gerbos machos de 6-10 meses de edad vy de 60-70 g
sacrificados a las 96 hs post-inoculacion.

Los tres grupos se inocularon con 0.1 Iml de solucién salina fisiologica por

via porta y con la misma técnica y condiciones estériles que los grupos

anteriores, transcurrido el tiempo a evaluar (6, 24 y 96 hs) se sacrificaron y

procesaron como los anteriores.
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5.- Induccion del AHA experimental para el estudio en etapa tardia de

sobrevida actuarial (hasta 45 dias post-inoculacion)

a) Gerbos eosinofilicos

El grupo se formé con 10 gerbos machos de 4-7 meses de edad y con
peso de 65-90 g.

A todos los animales se les indujo cosinofilia de la forma antes descrita, y
en el dia 21 (maxima eosinofilia) se inocularon con la dosis de los
trofozoitos de E. histolyfica ya mencionada. Los animales se mantuvieron
en observacion hasta por 45 dias durante los cuales se obtuvieron
muestras de los higados en los animales que iban muriendo, registrandose
los dias de sobrevivencia. Los animales sobrevivientes a los 45 dias post-
inoculacion se sacrificaron empleando una sobredosis de anestesia y se
les extrajeron y procesaron sus higados de la manera ya mencionada

(siete de estos animales fueron sangrados para la determinacion de IL-5).

b} Gerbos no eosinofilicos (normales)

Grupo formado con nueve gerbos machos de 5-9 meses de edad y
65-80 g.

Los animales se inocularon con E. histolytica por via intraportal, se
mantuvieron en observacién hasta por 45 dlas, registrandose los dias de
sobrevivencia de cada animal y se procesaron sus higados al fallecer (tres

de estos animales se sangraron para la determinacion de IL-5).
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¢) Gerbos normales (lestigos de manipulacion quinirgica)
Se formaron con lres gerbos machos de 4 meses de edad y 60-70 g de
pesa,
Tados los animales se inocularon con solucion salina fisiologica par via
porta y se mantuvieron en observacion hasta por 45 dias, luego se

procedid a sacrificarlos y a procesar sus higados,
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RESULTADOS

MODELO DE EOSINOFILIA

Los antigenos que se ulilizaron para lograrlo fueron:

a) antigeno de larva ylo cascardn de T. canis

b) antigeno de T, canis adulto

c) antigeno de A. [umbricoides adulto

d) El grupo testigo, se inoculd con selucién salina fisiologica (SSF) con la misma

frecuencia y bajo las mismas condiciones que los antigenos parasitarios.

INDUCCION DE EQSINOFILIA EN G‘ERBOS
CON ARTIGENO LARVARIO DE T, canis
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Flgura 1

El comportamiento del niimero de eosindfilos circulantes es el que se muestra

en las figuras 1, 2, 3y 4. Encontramos en los testigos 3.5 + 0.3% (X + EE) de
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‘eosindfilos (parcentaje en sus picos maximos en los dias 17-21y 28-30). En los
méaximo de 9.0 & 1% de eosindfilos a los 17 dias post-incculacion (antigerio
larva-cascardn) y de 13.0 1 0.6% de eosindfilos a los 21 dias post-inaculacion

(antigeno adulta).

INDUCCION DE EOSINOFILIA EN GERBOS
CON ANTIGENO DE T, canis ADULTO
1200
4}
./'&\ 1000
12 |- A
. /N
£ ) 00
B / 4 5
2 \ s 8
° / ¢ Sk
a -
T s . y
g 1 1 l . l ; \ .
X / \ 400
. 4 . A / \
> 7 R p 1 -
2 3 L s N KL 20
s N eene
[ e R L 1 i 0
0 5 10 15 20 25 30
dias
3 Testiges
* AgTcaniy
¥ Incculacién M do antigenc
Figura 2

S0



INDUCCION DE EOSINOFILIA EN GERBOS
CON ANTIGEND DE A lumbyisoides
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Figura 3

Los animales inyectados con antigeno de A. lumbricoides dieron un pico maximo
de eosindfilos de 10.0 + 0.8% a los 14 dias post-inoculacion. La diferencia de
eosinofilia con cualquiera de los tres antigenos fue significativamente mayor que
la observada en los animales testigos (p<0.01, p<0.005 y p<0.001
respectivamente). Decidimos utilizar e} antigeno de T. canis adulto debido a que

con éste se obtuvo el méximo de eosinofilia.
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MODELO DE EQOSINOFILIA CON ANTIGEN®
DE T, canis ADULTO
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La figura 4 muestra un comportamiento lipico del porcentaje de eosindfilos
circulantes después de la inoculacion via IM con antigeno de T. canis y
establecs el modelo de eosinofilia que se utilizd en todos los experimentos.

Es de hacer notar que durante el proceso de estandarizacion de la eosinofilia se
observé un comportamiento diferente entre machos y hembras (fig. 5); es degir,
las hembras después de la inoculacidn con antigeno parasitario, dieron un pico
de 5.4 + 0.6% de eosindfilos circulantes en un tiempo mas corto (11-14 dias)
comparado con los machos 12.5 + 8.0% de eosindfilos en 21 dias. Aunque estas

diferencias no resultaron significativas se decidié trabajar en lo sucesivo con



grupos de machos debido a la mayor cantidad de eosindfilos circulantes

obtenida.
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Se probd el posible efecto patenciador de dos diferentes adyuvantes (Titer-Max
y Freund) inoculéndalos junto con el antigenc parasitario. En la figura 6 se
muestra este efecto. El adyuvante incompleto de Freund més antigeno, did
origen a un pobre incremento de eosindfilos circulantes 226 + 65 (X + EE)
easindfilos/mm® en el dia 17, aunque tadavia mayar que el grupo testigo
{p<0.02). Ef adyuvante Titer-Max mas antigeno y el antigeno solo sin adyuvante

masiraran resullados similares, alcanzéndose en el dia 21 niveles maximos de



503 + 94 y 434 1 122 eosinofilos/mm® respectivamente, los que difieren
significativamente del grupa testigo (p<0.02 y p<0.03 respectivamente). Pero no

difieren entre si por lo que nos abstuvimos de usar adyuvante en lo sucesivo.
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‘Debido a que la maxima eosinofilia se presentaba en forma un tanto sibita
alrededor del dia 21 y que no se sostenia por mucho tiempo se intentd un
esquema de hiper-inoculacion usando antigeno cada 3-4 dias después de
alcanzar el pico maximo de eosindfilos, con la finalidad de obtener una
eosinofilia mas pronunciada, mas sostenida, o eventualmente otro pico en fecha
posterior. La figura 7 represenla el comportamiento de dicho esquema de
inoculacion: primero, aparece el pico caracleristico en el dia 21, 434 + 122
eosindfilos/mm’ después de nuestro tralamiento convencional; segundo, se
produce la caida habilual en el nimero de eosindfiios y la aparicion de un
segundo pico de eosinofilia 530 & 113 eosindfilos/mm® en el dia 45 después de
inictado el experimento; esto es, 21 dias después del inicio de la segunda ronda
de inoculaciones. Este segundo incremento en la cantidad de eosindfilos fue
mayor en nomero (aunque estadisticameme no significativo) y de mayor
duracién que el primer pico del dia 21. Sin embargo, con este protocolo se
comprometio el estado flsico de los animales debido a la aparicién, en el sitio de
inoculacion, de tesiones que variaban desde una inflamacion localizada hasta
necrosis hemorrdgica con ulceracion, por esta razon decidimos no trabajar con

aste esquema,
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ESTABLECIMIENTO DE UNA DOSIS MINIMA NECESARIA PARA CAUSAR
AHA

Para desarrollar el AHA experimental en fase temprana procedimos a inocular
intraportalmente a un grupo de cinco gerbos eosinofilicos [647 £ 56 eosimm® (X
+ EE)] con la dosis de referencia (2.5 x 10° trofozoitos) y sacrificar a los
animales a las 6 hs post-inoculacion.

El examen histoldgico de los higados de estos gerbos reveld la presencia de
multiples microabscesos con amibas en todos los casos. Esta imagen resulto
similar a la reportada en la lileratura (SHIBAYAMA-SALAS ET AL, 1992). Con el
propdsito de establecer una dosis minima suficiente para producir lesiones y lo
menos ventajosa en numero con el objeto de favorecer al eosindfilo, se
probaron en fos gerbos indculos intraportales de 5 x 10" 756x 10"y 1 x10°
amibas, los animales fueron sacrificados a las 6 y 24 hs post-inoculacion, se les

estudio el higado histolégicamente y se anol6 la presencia de AHA.
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TABLA

DOSIS MINIMA NECESARIA PARA CAUSAR AHA

Nimero de trofozoitos Porcentaje de AHA Porcentaje de AHA
despuds de 6 hs después de 24 hs
1x10° n=4 75% 66%
75%x10"' n=3 33% 0%
5x10* n=3 0% 33%

Como puede observarse en la Tabla | las dosis de 5 x 10*y 7.5 x 10* resultaron
poco eficientes (porcenAtajes de 0-33%) para producir AHA en etapés tempranas.
El empleo de cualquiera de ellas hubiera implicado la utilizacion de grandes
cantidades de animales con poca esperanza de éxito.

Por otro lado la dosis de 1 x 10° amibas en ambos periodos (6 y 24 hs) mostro
un alto parcentaje de efeclividad ademas de que el tipo y nimero de lesiones

producidas eran perfectamente cuantificables y manipulables estadisticamente,
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AHA EXPERIMENTAL EN ETAPAS TEMPRANAS (6, 24 Y 96 hs)

Habiendo establecido la dosis minima de trofozeilos que fue capaz de producir
abscesos amibianos bien identificables, procedimes a inocular amibas
intraportalmente a tres grupos de gerbos eosinofilicos [11 (6 hs), 8 (24 hs) y 9
(96 hs) con 600 # 97; 497 + 47 y 425 + 63 eosindfilos/mm’, respectivamente] con
un promedio total de 532 + 80 eosindfilos/mm® (Tabla Il y fig 8) y tres grupos de
gerbos testigos {13 (6 hs), 8 (24 hs) y 9 (96 hs} animales con 90 + 12,62 £ 23y
74 + 16 eosindfilos/mm?® respectivamente], con un promedio total de 101 + 15
eosindfilos/mm® (Tabla Il y fig. 8). Ambos grupos diferfan significativamente en

sus cuentas de eosindfilos con una p<0.001 en cada caso.
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‘Se inoculd a otros grupos de animales normales (4, 4 y 4} intraportalmente con
SSF, con el fin de valorar el efecto de la manipulacion quirdrgica.

Después de 6, 24 y 96 hs se procedid a sacrificar cada grupo de animales y
obtener biopsias de higado, las que se examinaron al microscopio por dos
diferentes observadores y se determind el nimero y didmetro de los

microabscesos.
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Soélo se consideraron aquellos microabscesos que midieron > 30 p de didmetro
debidoc a que en los animales inoculados con SSF, se observaron
ocasionalmente escasos climulos inespecificos de polimorfonucleares con un

diametro promedic de 25 u. A las 6 y 24 hs los gerbos eosinofilicos y los
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testigos no mostraron diferencias significativas en el porcentaje de AHA
desarrollado (fig. 8), ni en el ntmero y tamaio de los microabscesos
contabilizados (fig. 8 y 9). Sin embargo, a las 96 hs, si bien el porcentaje de
AHA de fos animales eosinofilicos y los testigos (44% vs 78% respeclivamente)
muestran una tendencia divergente ésta no fue significativa; pero el namero y
lamaiio de los microabscesos en los animales eosinofilicos si resultd
significativamente menor (p<0.05) al compararse con sus testigos (fig. 8 y 9).

Macroscopicamente, las lesiones en el higado se hacen aparentes a patir de
las 24 hs, siendo muy pequefas, localizadas y generalmente unilobuladas. A las
96 hs estas lesiones eran grandes, mullilobuladas, con una capsula
men;branosa, blanco opalescente, firmes al corte y con material blanco
amarillento de consistencia pastosa en su interior, |
Micré)scépicamenle, a las 6 hs los microabscesos estaban constituidos,
generalmente, de una o dos amibas rodeadas por varias capas de
polimorfonucleares con escasos eosindfilos, sin grado importanie de destruccién
tisular (foto 1). A las 24 hs la cantidad de polimorfonucleares aumenté y se hizo
aparente la destruccion de tejido hepético (foto 2). Finalmente a las 96 hs los
focos inflamatorios comenzaron a coalescer, se observaron polimorfonucieares
y hepatocitos lisados, se hizo aparente el infiltrado mononuclear y aumenté el

grado de necrosis (foto 3).
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AHA EXPERIMENTAL EN ETAPAS TARDIAS DE SOBREVIDA ACTUARIAL

(HASTA 45 DIAS)

A un grupo de 10 gerbos eosinofilicos [334 + 60 eosindfilosimm’] y otro de
nueve gerbos testigos [103 & 9 cosindfitos/mm®, p<0.001)] se les inoculd
intraportalmente la dosis seleccionada de amibas. Ambos grupos se
manluvieron en observacion, registrandose el niimero de dias que sobrevivieron
y obleniendo los higados en el momento de la muerte de cada animal, asi como
de aquelios que vivieron 45 dias post-inoculacion.

Otro grupo de 4 animales (testigos sin AHA) se inoculd intraportalmente con

SSF y se sacrificé en el dia 45 post-inoculacion.

CURVAS ACTUARIALES DE SOBREVIDA DE GERBOS
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En fa figura 10 se observa fa curva de sobrevida actuarial de los gerbos
eosinofilicos y testigos, en donde se nota que el porcentaje acumulative de
gerbos eosinofilicos que murieron y/o desarrollaron AHA en los primeros 45 dias
post-inaculacidn fue de 50% contra un 78% de los gerbos testigos. Los animales
eosinofilicos por o tanto lograron vivir significativamente mas (p<0.05) y
desarrallaron menos AHA que sus conlrapaites tesligos. Las primeras muertes
por AHA ocurrieran en el dia 3 post-inoculacian para los testigos y en el dia 9
para los eosindfilicas. Tres de los gerbos eosinofilicos murieron antes de los 45
dias resuitando con AHA (macro y microscopico). Los olros siele sobrevivieran
hasta el dla 45, presentandose solo en dos de ellos 2 a 4 microabscesos (con
didmetros de 51 a 243 1) en 10 campaos.

Seis de los testigos murieron de AHA antes de los 45 dlas; sobrevivieron tres de
nueve testigos, de los cuales uno no presentd ningun tipo de dafio hepét’ico,
olro de ellos solo tuvo un micreabsceso (51 p) sin amibas en 10 campaos y el
ultimo  desarrolid lesiones hepaticas macroscopicas purulentas de color
blanquecino, que al microscopio se valoraron como granulomas de prabable de
origen amibiano, con extensas zonas necréticas.

Macroscépicamente, en los gerbos que murieron antes de 45 dias, el higado
perdid su forma y mostré multiples lesiones confluentes y multilobuladas, con
capsula membranosa blanco opalescente, firmes al corte y con material

blanquecino de consistencia pastosa en su interior.
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Microscapicamente en estos misnios animales se observaron grandes dreas de
material necrotico con amibas, fibroblastos y células epiteliales ademas do
granulonias con depdsitos de material amorfo en su centro {folo 4).

Los animales inoculados con SSF en ningin caso desarrollaron lesiones

hepaticas macro o microscépicas,
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DETERMINACION DE il.-5

la cantidad de IL-5 se midié en gerbos no manipulados y en animales
inoculados con antigeno parasitario, 0 SSF en el dia 21 (mayor eosinofilia) y a

diferentes intervalos post-inoculacion de amibas (6, 24, 96 hs y 45 dfas).

Tabla ll

FOSINOFILOS E IL-5 EN GERBOS CON AHA

Valor basal 6hs 24hs 96hs 45 dias
(0hs)
- Eos* 101 £15 . - 59491 1034 42
Testigos
-5° 2241 4513 | 2520 | 35119 @16
n BB 13 8 8 o2)°
S , Eos 532 60 . . 64119 63232
Eosinofilicos
st 2014 51:48 | 63130 | 351210 78419
n 385 1 8 9 108)°

* Eosindfilos/mm’ ( ¥ £ EE)

Y115, pgimil ( X £ EE ) ( valor normal en gerbos no manipulados experimentaimente: 39 & 7 pg/ml, n=10)
¢ Valor entre paréntesis = delerminacién de IL-5

¢ Valor entre pardnlesis = gerbos sacrificados a fos 45 dias

No se pude demostrar una relacidn directa entre el numero de eosindfilos vy la
cantidad de tL-5 medida, observandose niveles muy semejantes de IL-5 en el
dia de mayor eosinofilia entre los animales eosinofilicos y tesligos [29 + 4 vs 22
+ 1 pg/ml (X + EE), Tabla ll]. Este mismo comportamiento se mantuvo a las 6,

24, 96 hs y 45 dias post-inoculacion (46 + 13, 250,35+ 14 y 65 £+ 6 vs 51 &
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18, 63 4 30, 35 £ 10 y 78 & 19 pg/ml, respectivamente, (Tabla 1)}, Cabe
mencionar que en 1os animales testigos los niveles de IL-5 resultaron
significativamente mayores 45 dias después de la inoculacion intraportal de
amibas que los registrados en el dia 21 post-inocutacion de antigeno parasitario
(linea basal de la tabla W) [65 + 6 vs 22 % 1 pg/ml, respectivamente, p<0.03].

{.a cantidad promedic de IL-5 oblenida en los gerbos no manipulados fue de 39
+ 7 pg/ml, la cual no difiere significativamente de los animales inoculados con
antigeno o SSF antes del reto amibiano, Este dato es de utilidad como valor de

referencia en esta especie de roedores.
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DISCUSION

Los estudios de confrontacion in vilro de eosindfilos activados con amibas
virulentas, demostraron la capacidad amebolitica de dichos eosindfilos (L.opez-
Osuna et al., 1992), ejercida de forma muy parecida a la de los monocitos
aclivados (Salala et al, 1984; Salala et al, 1985). Anteriormente, se habia
intentado el estudic de dicho fendmeno in vivo, empleando (por molivos
logfsticos, i.e. disponibilidad econdmica) un modelo de ratas eosinofilicas a las
que por inocul_acién con E. histolytica se les indujo lesiones testiculares (Lopez-
Osuna et al., 1990). Con dicha estrategia no se pudo demostrar un papel
protector in vivo del eosindfilo quizas porque la rata es un animal resistente por
naturaleza a la amibiasis, o porque los aspectos cuantitativos del experimento
(i.e. eosinofilia discreta, lesiones testiculares muy vigoros‘as) no permitieron que
se expresara un posible papel del eosindfilo.

Asl, con el fin de estudiar el papel protector del eosindfilo en el AHA
experimental establecimos un modelo de eosinofilia moderada en gerbds,
animales actualmente utilizados en el estudio de la amibiasis cecal y/o hepatica
{CHADEE Y MEEROVITCH, 1985; CHADEE Y MEEROVITCH, 19858, SHIBAYAMA-SALAS ET AL,
1992).

Para lograrlo, usamos antigenos derivados de T, capis (larva-cascarén y
adulto), asf como el de A. lumbricoides (gusano adulto), que produjeron

eosinofilia en la sangre de los gerbos cuando se administraron por via IM. El
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maximao de eosindfilos circulantes se logré en diferentes liempos, esto es; en el
dia 17 (post-inoculacion) para el de I, cans larva-cascaron, 21 para el de I,
canis adulto y 14 para el de A, lumbricoides. Evidentemente todos estos
antigenos poseen agentes inductores de eosinofilia que actban de forma similar,
pero se manifiestan con mayor o menor grado de intensidad a diferentes
tiempos. Seria interesante y motivo de otros estudios, el identificar y caracterizar
a estos agentes induclores de la eosinofilia y dilucidar su mecanismo de accion.
Una vez elegido el antigeno que produjo la mayor eosinofilia (7. canis adulto)
observamos que el sexo de los animales jugaba un papel importante en la
intensidad de la respuesta. Resultando los machos mas susceptibles que las
hembras para desarrollar una eosinofilia mas intensa. Esto podria sugerir
alguna participacion de las hormonas sexuales en dicho proceso, que bien
puede relacionarse con las observaciones de diferentes tipos y grados de
activacion de los linfacitos y/o macrofagos en presencia de cantidades variables
de estrogenos o androgenos (Ahmed, Penhale y Talal, 1985).

La administracion del antigeno de los pardsiios mezclado con adyuvantes no
aumenta mayormente el nimero de eosindfilos circulantes que con el antigeno
solo. La respuesta a la combinacion antigeno parasitario y Titer-Max fus simitar
a la obtenida con el antigeno sin adyuvante (434 y 513 eosindfilos/mm’
respectivamente), mientras que la combinacion antigeno con adyuvanie
incompleto de Freund causd un pequerio incremento de eosindfilos circulantes

(226 eosindfilosimm®) en el dia 17, ligeramente superior al que presentd el
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grupo testigo en ese momento (150 eosindfilos/mm®). Sin embargo, ninguno de

estos resultados fue significativo, por lo que decidimos prescindir de adyuvante.

En nuestra esquema de hiperinoculacion probamos el efecto de una exposicién
prolongada al antigeno del pardsito aumentando la frecuencia de su
administracion. Observamos que, a pesar de la acumulacion antigénica, la
eosinadfilia se presentd en ciclos de 21 dias posteriores al relo antigénico inicial.
Es prabable que el antigeno posea elementos eosinopoyéticos que no actian
de igual forma (debido a su naturaleza y disponibilidad) que los antigenos
producidos en una infeccion activa por 7. canis, donde los gusahos viables
excretan ylo secretan agentes induclores de eosinofilia q‘ue actoan
continuamente sobre las células precursoras de la médula dsea durante el curso
de la infeccion (YAMAGUCHI, 1990). |

Debe notarse, que en todos los casos anteriormente mencionados, los animales
testigos presentaron un ligero incremento de eosindfilos circulantes en el dia 21.
Esto coincide con el pico de maxima eosinofilia reportado para el antigeno de
I. canis adulto, que podria representar una respuesta a la inyeccion IM,
aneslesia y sangrado de los animales en los dias estipulados en el protocolo de

inoculacion.

En la literatura se reporta que la dosis de 2.5 x 10° trofozoitos de E. higtolytica

es una medida estdndar para producir AHA en cricetos y gerbos (TsuTsumi,
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1988). Pero, esta cantidad no servia para nuestros fines, debido a que entre los
animales eosinofilicos y testigos se produjeron lesiones en la misma proporcion
e intensidad, Pensamos que esto se debid a que ¢l reto con una cantidad tan
grande de amibas, le confiere demasiada ventaja al protozoario en su
enfrentamiento “cuerpo a cuerpo” con el eosindfilo, entre otras células, ademas
podemos especular que el nlOmero de trofozoitos que invaden
experimentalmente al higado en una infeccion natural (empleando la ruta
intestino-sistema portal-higado) es probablemente mucho menor.

Asi, con el fin de propiciar in vivg una confrontacion amiba-eosinéfilo mas
equilibfada, decidimos probar el efecto de tres diferentes dosis de E. histolytica
(1 x 10% 7.5 x 10* y 5 x 10" trofozoitos) en los gerbos. Obfuvimos un buen
porcentaje de animales con AHA inoculando 1 x 10° amibas (75 y 66%) en
etapasltempranas de la infeccion (6 y 24 hs). Si bien el empleo de esta dosis
disminufa la certeza y severidad del AHA experimental, nos daba un margen
aceplable para calificar y cuantificar las lesiones producidas por la amiba. Por
otro lado, las inoculaciones con 7.5 x 10* amibas sélo produjeron un 33% de
AHA a las 6 hs mientras que 5 x 10° amibas produjeron también un 33% de
AHA, pero hasla las 24 hs. Este curioso hallazgo puede explicarse por la
diferente susceptibilidad de cada animal, la cual se hace mas evidente en
grupos con pocos animales, como fue el caso. No hay que perder de vista que
los resultados obtenidos empleando la misma dosis a diferentes tiempos, se

observaron en diferentes grupos. De cualquier forma el establecimiento preciso



animales genéticamente helerogéneos, @ tiempos delerminados, representaria

lodo unrelo en si

nismo.

Los eosindfilos forman parte de los leucocitos polimorfonucleares, células que
acuden tempranamente a los tejidos invadidos por la amiba en el
establecimiento del AHA (CHApEE ¥ MEEROWITCH, 1984; TsuTsumi, 1984), de ahi
que no podemos descartar un posible pape! proleclor de estas células en las
primeras etapas del absceso.

Nuestros datos sugieren qué la intervencion del eosindfilo en el .AHA
experimental en el gerbo y en las condiciones empleadas, comienza a
manifestarse enlre las 24 y 96 hs del reto amibiano, resultando el tamafo y el
numero de microabscesos significativamente menor (p<0.05) en los animales
eosinofilicos que en los testigos. En el modelo de seguimiento que va hasta los
45 dias post-inoculacion (curva actuarial de sobrevida) esta diferencia se
manifiesta por una aparicion mas temprana del AHA (dia 3 post-inoculacion vs
dia 9 post-inoculacion), un mayor desarrollo (72% vs 50%) y mayor letalidad del
mismo en los animales testigos al compararios con los animales eosinofilicos
{p<0.05). Lo anterior pareceria contradecir la idea de una accion del eosindfilo
en etapas muy tempranas de la infeccion por E. histolytica, sin embargo, no se
descarta que el efeclo sea protagbnico en las etapas tempranas pero el

resultado neto de dicha participacion siga siendo evidente en las etapas tardias.
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Tanto en los animales testigos como en los eosinofilicos se encontraron poucos
eosinofilos en el infiltrado inflamatorio alrededor de la £, hislolytica en las
etapas tempranas de la invasion al higado, este sdlo hecho no descarta del todo
una posible participacidn de este leucocito, ya que como sabemos por los
estudios jn vitro éste también sucumbe en su confrontacion con la amiba. Para
eliminar cualquier duda de la patticipacion del eosindfilo en el proceso serla
relevante la detenminacion de las proteinas especificas del mismo (ECPP, MBP,
EPO, EDNIEPX) en los sitios de la aparicion de |os abscesos.

La induccion de eosinofilia empleando un antigeno de parasito, no descarta la
participacion de otro(s) elemento(s) (ademas del eosindfilo mismo) en la
resistencia a la amiba, debido a que, algunas parasitosis aclivan
preferentemenle ciertas subpoblaciones de iinfocilos T (Tht vs Th2) con
patrones de citocinas bien determinados y con efeclos frecuentemente
antagonicas (ScovT ET AL, 1988; PEARCE ET AL, 1991; YAMAMURA ET AL., 1991). Un
discemimiento mas preciso del posible papel de! eosindfilo en la amibiasis
implicaria necesariamenle el emplec de mélodos mas especificos en la
induccion de eosinofilia. De igual forma la instigacion del AHA experimental
empleando un modelo eosinopénico proporcionarfa importante evidencia

adicional del posible efecto protector del eosindfilo en el AHA.

Es bien conocido el contro! que ejerce la IL-5 en el desarrollo de los

progenitores de eosindfilos (LU ET AL, 1990; YAMAGUCHI ET AL, 1992), de ahi
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‘nueslro interés en la determinacion de dicha citocina en nuestros grupos
experimentales y lestigos. Hasandonos en el hecho que la IL-5 esta bastante
conservada entre algunas especies (SANDERSON, 1893), lagramos fa deteccion
de IL-5 del gerbo utiizando un equipo de ELISA que emplea anticuerpos
monocionales de rafa anfi-raién. Esto nos habia de un cruce anligénico entre fa
{L.-5 murina y 1a de gerbo, situacion que aprovechamos para establecer un valor
de referencia para la IL-5 de gerbo (39 £ 7 pg/mi) dalo previamente inexistente
en la literatura.

El pobre incremento de la IL-5 en las etapas de mayor gosinofilia (21 dias post-
inoculacian del antigeno parasitario) podria implicar una discreta participacion
de dicha citocina en la eosinofilia, 0 una accion retardada de la misma, haciendo
surgir el interés por su determinacion en elapas anteriores a este evento. Por
ofro tado, el aumento moderado de la [L-5 en el dia 45 post-inoculacion con
amiba en los gerbos normales, pero con AHA, y en los eosinofilicos con AHA,
no es significativamente diferente de los valores normales basales del animal no
manipulado (39 + 7 pg/ml), ni lo es entre si, de modo gque habria que buscar

otros pardmetros que nos permitieran presumir su verdadero significado.

A mas de 100 afios de los experimentos de Fedor Alexandrovich Losch (San
Petersburgo, 1875) que establecieron que la E, hislolytica era el agente
eliologico de la amibiasis, todavia quedan por aclarar algunas cuestiones

fundamentales de dicha enfermedad, como fo es el hecho de que s6lo una



‘minima fraccion (aproximadamente 1 por cada 1000) de los sujetos infectados
con £, histolylica desarrolian AHA. Asi, preguntas fundamentales como: ;donde
y qué o quiénes detienen la invasion tisular? contindan vigentes. A lo largo de
este tiempo hemos aprendido que la manifestacion del AHA, al igual que en
muchas infecciones, es el resultado de una compleja red de interacciones entre
los mecanismos de patogenicidad del parasito y los factores de resistencia del
huésped, siendo quiza la respuesta inmune celular la principal responsable de
la resistencia. Sabemos que in vilro los leucocitos polimorfonucleares, y los
eosindfilos y macrofagos no activados sucumben en su enfrentamiento con la
E. hislolytica, mientras que los eosindfilos y macréfagos activados si son
capaces de destruir al pardsito aunque lambién sucumban en el proceso. Si
suponemos un comportamiento similar in vivo, resulta obvio que el arribo de los
polimarfonucleares neutrdfilos en 1a incipiente respuesta inflamaltoria temprana,
no serfa efecliva para la erradicacién de la amiba, como tampoco lo seria la
participacion de los macréfagos activados, dado su numero relativamente
escaso en esla fase de la infeccion. Asi, se puede especular que el eosindfilo
pudiera ser la célula abocada a jugar un papel protagénico en la defensa del
huésped ante un alaque amibiano en esta crltica etapa del proceso, gracias a
un arribo temprano y oportunc y a una indiscutible capacidad amebolitica en su
condiclon de leucocito activado. Si la invasion poral por E. hislolytica en
humanos es un fendmeno frecuente, seria el eosindfilo activado el que haria

ahortar calladamente muchos abscesos hepaticos amibianos.
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Si hien contamos con observaciones valiosas y datos muy precisos de la
cingtica del AHA, carecemos de un modelo ideal que permita estudiar con mayor
detalle los procesos implicados en el establecimiento de la amiba en dicha
enfermedad,

Nuestro trabajo proporciona un enfoque adicional en la mejor comprension det
AHA, proponiendo que el eosindfilo activado al igual que el macrofago activado,
contribuyen a preservar fa integridad def huésped en fa invasion hepdtica
amibiana.

Seguramente, las aportaciones de esta lesis generan mds preguntas que
respuestas; no obstante, creemas que sienta bases para posteriores estudios

sobre el tema.
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