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1. Marco tedrico

1.1. Amebiasis

La amebiasis es un proceso infeccioso causado por Entamoeba histolytica, un
parasito protozoario perteneciente al filo Amoebozoa. Los individuos infectados
pueden ser asintométicos o sintométicos los cuales muestran una amplia gama de
signos clinicos como diarrea, disenteria, fiebre y dolores abdominales. Ademas, en
algunas ocasiones en los individuos infectados también pueden aparecer diversas
manifestaciones extraintestinales: por ejemplo, abscesos amebianos en higado,

pulmén o cerebro (Mi-ichi et al., 2016).

1.2. Epidemiologia

Segun las estimaciones, 480 millones de personas (aproximadamente 12% de la
poblacion mundial) estan infectadas por E. histolytica y de éstos solamente el 10%
presentan sintomatologia (Gonzalez Vazquez et al., 2012). Se estima que entre el 5y
el 50 % de los individuos de areas endémicas portan E. histolytica en el intestino. De
éstos, el 10% manifestara la enfermedad intestinal disentérica y el 0.5% presentara
la enfermedad extraintestinal (Winn et al., 2008). El absceso hepético amebiano
(AHA) es la complicacién extraintestinal mas frecuente. Se ha observado que entre el
2y 10 % de los pacientes con AHA tiene un desenlace fatal (Winn et al., 2008).

De acuerdo con la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud y
de manera similar a los ultimos afios, en 2016 la amebiasis intestinal estuvo dentro
de las veinte primeras causas de enfermedad, ocupando el lugar 15° con 220,205
casos. Ademas, en el mismo afo se registraron 560 casos de absceso hepatico

amebiano.

1.3. Agente etioldgico y ciclo biolégico

En 1930 Schaudinn decide llamar E. histolytica a la ameba por creer que ésta era
responsable de la destruccion tisular que caracteriza a esta enfermedad. E.
histolytica es un protozoario unicelular de la clase Rhizopoda o Sarcodina. Se ha
considerado a la ameba como un eucarionte ancestral debido a que no tiene

citoesqueleto estructurado; no dispone de un sistema membranal equivalente al
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complejo de Golgi y al reticulo endoplasmico, carece de mitocondrias y de un
sistema de lisosomas primarios y secundarios.

En su ciclo biolégico, E. histolytica adopta dos formas; la resistente y la invasora, que
morfologicamente corresponden a los quistes y a los trofozoitos respectivamente.
Los quistes son estructuras unicelulares redondas u ovoides (Fig. 1), generalmente
tetranucleados, miden de 5 a 20 um de diametro y estdn rodeados por una gruesa
capa de quitina. Presentan una pared lisa (p) y refringente. El quiste inmaduro tiene
solamente un ndcleo y a medida que transcurre el tiempo el nucleo se divide en dos
(n) y posteriormente en cuatro (quiste maduro) (Becerril, 2011).

Por otra parte, los trofozoitos (Fig. 2) presentan de uno a seis nucleos (policarién) sin
posicion fija en el citoplasma. Son estructuras méviles de 10 a 60 um de diametro,
ademas presentan un ectoplasma hialino, ancho y transparente (c), y su endoplasma
(d) rodea al nacleo con numerosas vacuolas y otros organelos (Flisser y Pérez, 2006)
(Choudhuri y Rangan, 2012).

Figura 1. Quiste inmaduro de Entamoeba histolytica. Se pueden apreciar dos nucleos y la pared

gruesa de quitina (p).

Figura 2. Trofozoitos de Entamoeba histolytica.
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La infecciobn amebiana inicia cuando el hombre ingiere agua o alimentos
contaminados con quistes del paréasito, éstos avanzan por el tubo digestivo hasta
llegar al estbmago. Se sabe que al llegar a este sitio el pH del jugo gastrico junto con
las enzimas hidroliticas destruyen la pared del quiste del parasito sin afectar su
citoplasma (Becerril, 2011). La transformacion de quistes en trofozoitos se hace
después de la ingestion de la capa de quitina y por fragmentacion del citoplasma
tantas veces como el numero de nucleos; estas pequefias amebas se llaman
metaquistes que aumentan de tamafio hasta convertirse en trofozoitos. El
desenquistamiento ocurre en el ileon terminal y desde ahi los parasitos migran hasta
el colon. Por lo general los trofozoitos permanecen en la luz intestinal como
comensales, multiplicAandose a través de fisibn binaria. Pero por razones
desconocidas E. histolytica puede invadir la mucosa y la submucosa intestinal y asi
entrar a la circulacion portal e invadir 6rganos blandos como el higado. (Mortimer y
Chadee, 2010).

Después de varias divisiones, en el intestino, disminuye la motilidad de los
trofozoitos, se redondean y disminuyen de tamafio tomando la forma de prequiste.
Después, sintetizan una capa de quitina y luego de dos a tres divisiones del nucleo el
quiste queda formado. Finalmente, al salir junto con las heces, los quistes estan

listos para reiniciar su ciclo biologico (Fig. 3).

Absceso

U Invasién de amebas al

. = . Enfermedad extraintestinal
higado, pulmones, cerebro

1“/0

Vena porta

Pared del intestino grueso

Absceso

Enfermedad invasiva
9% . 2
Forma invasiva

S fu Forma no invasiva

i :
000" &
4\\\3
Ameba metaqufstica , 0.0 = @ :
oS @ Trofozoitos &) Prequiste
Fision binaria {Z
r~ SN
o5 ( © )
Desenquistamiento en el (o © Enauistamient \_
intestino delgado nquistamiento;; . 7
%/g\ = {/6\\'- . Infeccion asintomatica
Quiste, resistencia a la acidez @ 50 &)\5% autolimitada
del contenido estomacal = C\% 1 G’ 90%
Q Ingestién con comida o agua Salida con las heces

Figura 3. Ciclo biolégico de E. histolytica. EI ser humano es el hospedero definitivo; no hay

intermediarios. (»Inicio del ciclo). Tomado y modificado de Bogitsh et al., 2005.
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Los mecanismos moleculares del proceso de enquistamiento y desenquistamiento
del parasito se desconocen, sin embargo, se ha estudiado el mecanismo de
enquistamiento en E. invadens en donde se ha demostrado que la quitina sintetasa,
la lectina Gal/GalNAc y ehRad51 desempefan importantes funciones en las etapas

mas avanzadas del enquistamiento (Welter et al., 2017).

1.3.1. E. histolytica HM1: IMSS

La cepa de E. histolytica inicialmente axenizada y actualmente més utilizada en los
laboratorios de investigacién de todo el mundo es la HM1: IMSS. Denominada asi
por ser la primer ameba aislada en forma axénica del intestino de un paciente
hospitalizado en el Centro Médico Nacional IMSS en 1967. El doctor Bernardo
Sepulveda y uno de sus colaboradores, Margarita de la Torre, logré cultivar en el
laboratorio amebas aisladas de varios pacientes. Las cepas que mostraron diferentes
grados de virulencia y caracteristicas especificas fueron clasificadas como E.
histolytica HM1: IMSS, HM2: IMSS, HM3: IMSS, etcétera, para denotar su origen en
México y en el IMSS.

Estudios previos han demostrado que la cepa HM1l: IMSS es extremadamente
virulenta, pues al inocular el parasito en el higado de diferentes hamsteres, todos
desarrollaron AHA. Mientras que las cepas H-458: CDC, 200: NIH, HB-301: NIH, HU-
21: AMC, Rahman, HU-22: AMC y HK-9 son consideradas de virulencia intermedia
(Mattern y Keister, 1977). Otro estudio realizado en condiciones in vitro demostré
gue la cepa HM1: IMSS es capaz de destruir mas del 75% de monocapas de tejido,
mientras las cepas Rahman, SAW 408, WI: 0385: 191, ocasionaron dafio a la

monocapa en menos del 40% (Burchard y Mirelman, 1988).

1.4. Absceso hepatico amebiano

El absceso hepatico amebiano (AHA) es la manifestacion mas comudn de la
amebiasis extraintestinal y se asocia con fiebre y dolor abdominal. El dolor abdominal
derecho o la sensibilidad en la parte superior inicia en la fase aguda, mientras que en
la fase subaguda ocurre pérdida de peso, fiebre y dolor abdominal mas difuso. El

AHA es mas frecuente en adultos que en nifios (Tanyuksel y Petri, 2003). Ademas,
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en el AHA se afecta principalmente el I6bulo derecho, aunque también puede
distribuirse en todos los l6bulos del 6rgano y su tamafio oscila entre 1 y 40 cm. El
AHA se presenta como un area bien delimitada en el que el parénquima hepatico
estd remplazado por una masa de material necrotico de color amarillento y de
consistencia cremosa. La diseminacion de la infeccion amebiana a otros 6rganos
(Fig. 4), como cerebro, bazo y huesos, son muy raras y casi nunca ocurren en

ausencia de absceso hepatico amebiano (Flisser y Pérez, 2006).

Figura 4. Amebiasis invasiva en diferentes tejidos del ser humano. a) absceso hepético amebiano
(AHA) con multiples lesiones, b) ruptura de AHA e invasién a pulman, c) lesion amebiana en cerebro,
d) megacolon téxico, €) amebiasis inguinal, f) invasién de la pared anterior del abdomen derecho por

un AHA. Las lesiones en piel son causadas por contiglidad.

A nivel microscopico las lesiones del AHA se caracterizan por una zona central de
necrosis con parasitos bien conservados en la periferia y rodeados por infiltrado
inflamatorio principalmente de tipo linfocitario y mononuclear (Fig. 5a). En algunas
ocasiones se pueden observar amebas sin infiltrado inflamatorio en contacto con
células hospederas sin aparente dafio celular. También se puede observar una zona
de fibrosis en la que las fibras son sintetizadas de novo (fibrogénesis) en los
alrededores inmediatos de los hepatocitos destruidos. A pesar de la sintesis de

colageno, se observa que cuando las fibras ingresan a la zona necrotica, de alguna
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manera se someten a lisis (actividad fibrolitica) como lo determino Guerrero et al., en

1982 por medio de micrografias electronicas (Fig. 5b).

Figura 5a. Aspecto microscopico del absceso hepéatico amebiano en hamster (7 dias). Las flechas
sefialan algunos trofozoitos bien conservados. Se pueden apreciar 3 zonas; fibrolisis (*), fibrogénesis
(#) y (#) células inflamatorias. Tinciéon de PAS, 20X.

il : ";t;__h e

o » | ad = <
Figura 5b. Micrografias electronicas donde se muestra la zona de fribdlisis ( ) y de fribrogénesis (f).

Tomado de Guerrero et al., 1982.
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1.5. Mecanismos de patogenicidad y virulencia de E. histolytica
La patogenicidad se define como la capacidad de un parasito para producir
enfermedad en un hospedero, mientras que la virulencia es el grado de expresion de

la patogenicidad.

1.5.1. Adherencia

La infeccion por E. histolytica inicia por la adherencia del parasito a la capa de
mucina del colon, por medio de una lectina especifica de galactosa y N-acetil-d-
galactosamina (lectina Gal/GalNAc) (Petri et al., 2002).

Tras la adhesion, E. histolytica induce mdltiples efectos citotoxicos sobre las células
epiteliales, como aumento de Ca?* intracelular, produccién de especies reactivas de
oxigeno, pérdida de la integridad de la membrana, fragmentacion de ADN,
exposicion a fosfatidilserina en la superficie y la activacién de caspasa-3 (Ralston y
Petri, 2011). Cabe mencionar que las proteinas de superficie ricas en serina, treonina
e isoleucina, que en conjunto se conocen como EhSTIRP probablemente
representen un nuevo determinante de la virulencia amebiana, ya que la regulacién
negativa de estos genes disminuye la citotoxicidad y la adhesion amebiana.
(MacFarlane y Singh, 2007).

1.5.2. Trogocitosis

Una vez que la ameba se une a las células, los trofozoitos pueden ingerir material
intracelular de células vivas intactas a través de trogocitosis (Ralston et al., 2014).
Finalmente, las células blanco mueren por la pérdida de la integridad de la
membrana. Una vez que las células del hospedero han muerto, la ingestion cesa y
los trofozoitos se desprenden de los cadaveres de las células muertas. Este es un
proceso activo que requiere temperatura fisioldgica, reordenamientos de actina,
lectina Gal/GalNAc, C2PK (Cinasa) y sefializaciéon de fosfatidilinositol 3-fosfato
cinasa (Ralston, 2015).
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1.5.3. Fagocitosis

Se puede definir a la fagocitosis como la ingestion en la que se internaliza una célula
completa (Ralston, 2015). Se sabe que después de la muerte de las células
hospederas, E. histolytica ingiere las células muertas y los desechos, ayudando a
minimizar las respuestas proinflamatorias. Durante este proceso se requiere actina y
miosina, para proporcionarle movimiento a la ameba. En el reordenamiento de actina
intervienen una familia de proteinas de unién a calcio (CaBP) Unicas para
Entamoeba que también participan en el comienzo de la deformacion de la

membrana, un evento necesario para iniciar la ingestion (Ralston y Petri, 2011).

1.5.4. Motilidad

Otro factor que interviene en la invasidbn amebiana al epitelio intestinal es la
motilidad, que se inicia después de la activacién de células en reposo mediante
diversos factores como: quimioatractantes (TNF-a), citocinas (IL) o requerimientos
nutricionales. En primer lugar, la simetria de la célula esta rota y aparecen en la parte
delantera de ésta protuberancias de membrana como pseudépodos o ampollas
hemisféricas. Después, la célula ingresa a través de un ciclo de retraccion-relajacion
por el complejo actina-miosina. Los diversos modos de migracién celular difieren en
términos de la morfologia de la ameba en movimiento, el grado de adhesion de la
célula a la matriz extracelular y la interacciobn molecular en el borde de ataque de la

célula (Aguilar-Rojas et al., 2016).

1.5.5. Ameboporos

La familia de los ameboporos comprende tres isomorfas, el ameboporo A, By C, que
se encuentran en una proporcién aproximadamente de 35:10:1 (Choudhuri y
Rangan, 2012). Los ameboporos son polipéptidos solubles que se insertan en la
membrana de la célula blanco por la unién a fosfolipidos anionicos a pH bajo (5.2),
oligomerizan en un proceso mediado por la interaccion péptido-péptido, difunden en
la membrana y forman un canal a través del cual se produce la salida de iones y
otras moléculas pequefias. En consecuencia, el medio interno celular cambia y esto

resulta en muerte por lisis (Leippe, 1997). Aunque estudios recientes han
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demostrado que los ameboporos pueden no ser requeridos en la patogénesis de la
colitis amebiana (Zhang et al., 2004), si son necesarios para causar abscesos en

higados de hamster.

1.5.6. Proteasas e hidrolasas

E. histolytica posee 50 genes de proteasas de cisteina (Tillack et al., 2007); sin
embargo, solo cuatro proteinas, EhCP-Al, EhCP-A2, EhCP-A5 y EhCP-A7, se
expresan altamente en condiciones de cultivo y en conjunto representan mas del
90% de la actividad proteolitica total (Irmer et al., 2009). Se ha demostrado, en
condiciones in vitro, que estas proteasas actlan sobre una variedad de sustratos del
hospedero y pueden actuar en la invasion del tejido al degradar las mucoproteinas y
algunos componentes de la matriz extracelular. Si estas actividades son relevantes in
vivo, debieran depender de su concentracion, localizacion (secretada, superficie,

fagosomallisosoma) y pH del microambiente colénico (Ralston y Petri, 2011).

Las hidrolasas secretadas por los trofozoitos estan involucradas en la eliminacion y
degradacion de las células inmunes. También intervienen en la activacion de
mediadores inmunes solubles, asi como la alteracion del epitelio intestinal (Thibeaux
et al., 2013). La capa de moco entre el lumen y el epitelio forma una barrera fisica.
La degradacién de carbohidratos de esta barrera es crucial para el inicio de la

colonizacion por las amebas (Becerril, 2011).

Cuando las amebas invaden el epitelio del colén, se unen a los oligosacéaridos de
mucina secretados y penetran a través de la capa de la mucosa. En este proceso, las
amebas descomponen la barrera de mucina para finalmente alcanzar vy
posteriormente unirse a las células epiteliales intestinales (Petri et al., 2002). Se ha
reportado que E. histolytica tiene seis glucosidasas asociadas a la superficie. De
estas, la B-Nacetil-d-glucosaminidasa ha mostrado la actividad méas alta en la

degradacion de carbohidratos en la mucina (Biller et al., 2014).
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Figura 6. Mecanismos de invasion tisular por trofozoitos de E. histolytica. En la luz del intestino

grueso, la capa de células epiteliales esta cubierta por una capa de moco, que contiene mucina
secretada, microbiota e IgA del hospedero. Las proteasas y glucosidasas secretadas por las amebas
estan implicadas en la degradaciéon de la mucina y la matriz extracelular. La lectina Gal/GalNAc y
LPPG en la superficie de la ameba se une a TLR2. La fagocitosis y trogocitosis estan implicadas en la
eliminaciéon de las células y la invasion del tejido del hospedero. Tomada y modificada de Nakada-
Tsukui y Nozaki (2016).

1.6. Inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los
microorganismos, restringe la entrada de éstos al organismo y elimina o limita el
crecimiento de muchos de ellos, que pueden ser capaces de colonizar los tejidos. La
respuesta de esta inmunidad es inmediata y a diferencia de la inmunidad adquirida,
para su activacion, no se necesita de un contacto previo con el microorganismo
(Tortora et al., 2007).

1.6.1. Componentes celulares de la respuesta inmune innata.
Entre los componentes de la inmunidad innata estan los de la primera linea de
defensa: la piel y las mucosas; y los de la segunda linea de defensa: las células

Natural Killer (NK), los fagocitos, la inflamacion, la fiebre y las sustancias
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antimicrobianas (Tortora et al., 2007). La inflamacidn inicia con la quimiotaxis y
activacion de los leucocitos, asi como con la extravasacion de varias proteinas
plasmaticas en las zonas de infeccién o dafio. Las principales células efectoras de la
inmunidad innata son los neutrdfilos, también llamados leucocitos polimorfonucleares
(PMNSs), los fagocitos mononucleares (MO) y las células NK. Todas estas células
detectan y tratan de eliminar a los microorganismos que han alterado las barreras
epiteliales y penetrado en los tejidos o en la circulacion. Los neutrofilos pueden
eliminar a los patégenos utilizando mecanismos dependientes de NADPH oxidasa
(especies reactivas de oxigeno) y mieloperoxidasa o proteinas antibacterianas
(colagenasa, defensinas, lactoferrina y lisozima). Estas proteinas se liberan de los
granulos de los neutréfilos ya sea en fagosomas o hacia el medio extracelular
(Borregaard, 2010).

Los PMNSs son la poblacion més abundante de los leucocitos circulantes y actdan en
las primeras fases de las reacciones inflamatorias. Los MO circulan en la sangre y
cuando son reclutados a los tejidos, se convierten en macréfagos. Estos, ademas de
fagocitar microorganismos, también ingieren células muertas del hospedero como
parte de un proceso de limpieza después de la infeccion. Dias después de este
proceso, es decir en los estadios finales de la enfermedad, los macréfagos son las
células dominantes (Abbas et al., 2015).

El complemento es un sistema de aproximadamente 30 proteinas y reguladores de
proteinas conocidas, algunas de las cuales circulan en la sangre o estan unidos a la
membrana celular. Dicho sistema puede ser activado por diversos microorganismos

a traves de tres principales vias (Tortora et al., 2007).

La via clasica del complemento se activa por la accidbn de complejos antigeno-
anticuerpo. Las superficies microbianas como los polisacaridos de bacterias (LPS),
de levaduras (zimosan) y de plantas (inulina) activan la via alterna. La via de las
lectinas es iniciada por la proteina plasmética denominada lectina de unién a manosa
o por las ficolinas las cuales reconocen los residuos de manosa terminales situados

en las glucoproteinas y glucolipidos microbianos (Merle et al., 2015).
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Aunqgue las vias de activacion del complemento difieren en el inicio, todas dan lugar a
la protedlisis de la proteina del complemento C3, que genera productos
biologicamente activos, denominados C3a y C3b. C3a, estimula la inflamacion al
actuar como sustancia quimiotactica para los neutroéfilos, mientras que C3b se une de
forma covalente a la superficie de los microorganismos y sirve de opsonina para
favorecer su fagocitosis. Por otra parte, las C5 convertasas generadas por cualquiera
de las tres vias, inician la activacion de los componentes finales del sistema del
complemento, los cuales culminan en la formacion del complejo de ataque a la
membrana (MAC), capaz de destruir a las células. (Abbas et al., 2015).

Las tres principales funciones efectoras del complemento en la defensa del
hospedero son: 1) lisis celular, 2) opsonizacion de particulas, es decir facilitar su
ingestion por los fagocitos, y 3) actividad quimiotactica que promueve la afluencia
leucocitaria al sitio de activacion (Abbas et al., 2015).

Las anafilatoxinas C3a y Cb5a se liberan constantemente durante la activacion del
complemento. Estos pequefios péptidos (10-14 kDa) desempefian un papel critico en
el inicio de la inflamacién y la activacion de células que expresan receptores de
anafilatoxina. Para mejorar la inflamacion, las anafilatoxinas reclutan células
inmunitarias en el sitio de activacién del complemento e inducen estallido oxidante en
macrofagos, eosinodfilos y neutréfilos. Ademés, C3a y C5a inducen la produccion de

histamina por basdfilos y mastocitos que provocan vasodilatacion (Merle et al., 2015).

Los trofozoitos de E. histolytica estdn continuamente expuestos al sistema del
complemento del suero del hospedero durante la invasién del colon y la diseminacién
hematdgena al higado. Durante dicha invasién, es posible que los neutréfilos sean
atraidos hacia la zona donde se encuentra la ameba por medio de la actividad
guimiotactica de las proteinas de membrana presentes en E. histolytica, como las
glucoproteinas (Chadee et al., 1987; Salata et al., 1989; Kretschmer et al., 1985) y
por los fragmentos C5a y C3a producidos por la activacién del complemento en la
fase fluida. La activacion del complemento por dicho parasito puede ser iniciado por
la proteasa de cisteina neutra extracelular de 56 kDa que escinde la cadena o de C3
(Reed y Gigli, 1990).
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La resistencia a la lisis celular mediada por el complemento se considera un factor de
virulencia para bacterias y parasitos que invaden el torrente sanguineo (Norris et al.,
1991). Los cultivos de E. histolytica provenientes de pacientes con amebiasis
invasiva son resistentes a la lisis mediada por el complemento (Reed et al., 1986).
Estas amebas pueden resistir la lisis por complemento mediante dos vias: 1) a
través de la degradacion de C3a y C5a mediante proteasas de cisteina, (Reed y
Gigli, 1990) y 2) por la inhibicion de la formacion del complejo de ataque a la
membrana (MAC) mediante un epitopo que se encuentra en la adhesina EhGL, el
cual muestra una alta similitud con el CD59 de humanos. CD59 de humanos es una
proteina ampliamente distribuida en las membranas celulares que inhibe la insercion
de C9 en el complejo C5b-8 (Braga et al., 1992).

1.6.1.1. Oxido nitrico y su actividad amebicida

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

La generaciéon de NO: por iINOS es una propiedad de las células activadas del
sistema inmune como células dendriticas, NK, mastocitos y células fagociticas que
incluyen monocitos, macrofagos, eosinofilos y neutréfilos (Bogdan et al.,, 2000).
Estudios in vitro han demostrado que el NO' es una de las principales moléculas
generadas por el hospedero con actividad amebicida (Lin y Chadee, 1992). Ademas,
durante la infeccién hepatica amebiana (IHA) en el ratdn, se ha observado que tanto
la expresion de INOS en los leucocitos que rodean a la ameba, como el NO:
circulante aumentan a partir de las 6 h y disminuyen de forma gradual hasta la

desaparicion de los parasitos (Jarillo-Luna et al., 2002).

1.6.1.2. Especies reactivas de oxigeno y su actividad amebicida
Los neutrdéfilos activados experimentan un estallido oxidante, durante el cual el

complejo NADPH-oxidasa se ensambla en las membranas fagosOmicas vy
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plasmaticas, transfiriendo electrones al oxigeno molecular y produciendo superéxido
(O27). A través de la catdlisis realizada por la superéxido dismutasa (SOD), el Oz~ se
convierte rapidamente en peroxido de hidrégeno (H202). Esta molécula es un agente
altamente oxidante y es utilizada por la enzima mieloperoxidasa (MPO) para producir
acido hipocloroso que es extremadamente téxico para bacterias y amebas. Es
posible que durante la interaccibn ameba-neutrofilo, este dltimo produzca grandes
cantidades de Oz~ y H202 (Tseng y Liu, 2014). Ademas, es probable que E.
histolytica resista la accion destructiva de NO-y ROS por la expresién elevada de sus
proteinas antioxidantes como: peroxiredoxina, flavoproteina A, superéxido dismutasa
y ruberitrina (Choi et al., 2005).
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Figura 7. Activacién de los neutrdfilos. Los neutréfilos son activados debido al reconocimiento del
LPPG por TLR-2 y TLR-4. Estos inician un estallido respiratorio que da como resultado un aumento en

la produccion de ROS y RNS. Tomado y modificado de Campos-Rodriguez et al., 2016.
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1.6.1.3. Marcadores del estrés oxidante

La actividad de la NADPH-oxidasa fagocitica es una de las principales fuentes
endogenas de ROS y RNS en el organismo (Babior, 2000). Un incremento en la
actividad de la NADPH oxidasa conlleva a una alta produccion de oxidantes,
(Cascales, 2005). El desbalance en la produccion de ROS y la defensa antioxidante
provoca el “estrés oxidante” que lleva a una variedad de cambios fisiologicos y
bioquimicos. La mayoria de los radicales libres son capaces de oxidar carbohidratos,
aminoéacidos, acidos grasos y nucleétidos, pudiendo producirse la peroxidacion de
las membranas lipidicas, la hidroxilacion de las bases de los &cidos nucleicos y la
oxidacién de grupos sulfhidrilos.

El dafio oxidante puede medirse de forma directa o indirecta (Pérez-Gastell y Pérez-
Alejo, 2000):

-Métodos directos: medicion de la concentracion de agentes oxidantes, aunque ha
resultado dificil, pues éstos tienen un tiempo de vida media muy corta, por ejemplo,

el radical hidroxilo tiene una vida de 10-1°segundos.

-Métodos indirectos: determinacion de productos terminales de la accion oxidante y

la medicién de la concentracion de antioxidantes.
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Figura 8. Marcadores moleculares de estrés oxidante.
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2. Definicion del problema

Diferentes cepas de ratdén se han utilizado para explorar la patogenicidad amebiana y
los mecanismos de resistencia natural a la infeccidbn hepética amebiana. La mayoria
de ellos han utilizado diferentes vias de infeccion y diferentes cantidades de in6culo
del parasito. Ademés, en todos ellos el tiempo de supervivencia del parésito es
variable desde uno a siete dias. Esta variacion puede explicarse por las diferentes
vias de infeccion o por la gran cantidad de parasitos inyectados en un area pequefa;
la estandarizacion de la cantidad de inéculo es un requerimiento esencial para
explorar los mecanismos de resistencia natural del raton a la infecciobn hepética
amebiana. Estudios previos han sugerido que NO- y ROS producidos por los
neutrofilos, pudieran estar involucrados en la resistencia natural del ratéon a la
infeccion hepética amebiana (Jarillo-Luna et al., 2002) (Seydel et al., 2000). Sin
embargo, esta propuesta es poco factible ya que las concentraciones de H202 (la
ROS mas toxica para el parasito) producidas durante el estallido oxidante de los
leucocitos (<30uM) (Winterbourn y Kettle, 2013) no es tdxica para E. histolytica y la
resistencia de este parasito al NO- es mayor que el que presentan las células del
hospedero (Pacheco-Yépez et al., 2001).

Por otra parte, se sabe que el contacto del suero con la superficie externa de
trofozoitos de E. histolytica conduce a la activacion de complemento a través de la
via alterna y clasica (Meri et al., 1985), llevando a la generacion de péptidos
quimiotacticos, los cuales desempefian un papel critico en el inicio de la inflamacion
y la activacion de células que expresan receptores de anafilatoxina. Por otra parte,
debido a que la intensidad de la reaccién inflamatoria a un determinado estimulo
puede presentar variaciones intra- e inter-especie (Jaeschke, 2006), es probable que
durante la infeccibn amebiana hepatica experimental en diferentes especies
animales, la intensidad del infiltrado leucocitario desempefie un papel importante en
la susceptibilidad a la infeccion. Es por esto que a continuacion se plantea la

siguiente pregunta cientifica:

¢La resistencia natural del raton Balb/c a la infeccidbn hepatica amebiana esta

determinada por la actividad amebicida del complemento, ROS y NO-?
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3. Justificacion

En México la amebiasis constituye un grave problema de salud publica ya que es la
parasitosis que presenta los mas altos indices de morbilidad. Esta enfermedad
impacta de manera negativa el desarrollo nacional debido al ausentismo escolar y
laboral y afecta de manera importante la economia de las familias mas
desprotegidas. Por otra parte, a pesar de que los nitroimidazoles (antiamebianos)
presentan alta eficacia terapéutica, su uso indiscriminado causa efectos adversos.
Ademas, ante una eventual resistencia del parasito a estos farmacos, actualmente no
se dispone de alternativas terapéuticas. El estudio de los mecanismos de
patogenicidad de E. histolytica HM1: IMSS usando el modelo de amebiasis hepatica
experimental en hamsteres ha revelado algunos potenciales blancos terapéuticos.
Ademas, de manera similar, el conocimiento de los mecanismos de resistencia
natural del ratén a la amebiasis hepatica puede ayudar al descubrimiento de nuevos
factores de patogenicidad del parasito y al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas lo cual favorecerda el control y eventual erradicacion de la amebiasis

endémica.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la participacion de complemento, ROS y NO- como mecanismos de
resistencia natural a la amebiasis hepatica experimental por la cepa HM1: IMSS de

E. histolytica en el raton Balb/c.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluar la presencia de trofozoitos de E. histolytica en los cortes histolégicos de
higado de los ratones infectados en los diferentes tiempos cohorte.

e Evaluar el tiempo de eliminacion de E. histolytica en ratones inmunizados.

e Cuantificar el infiltrado leucocitario durante el desarrollo de la infeccién hepatica
amebiana en ratones Balb/c.

e Determinar la participacion del complemento, NO- y ROS en la eliminacion de E.
histolytica del higado del raton Balb/c inmune.

5. Hipétesis
5.1. Hipotesis nula
La resistencia natural del ratén a la infeccion hepética experimental se debe a una

escasa afluencia leucocitaria debido a la falta de activacion de complemento.
5.2. Hipoétesis alternativa

La resistencia natural del raton a la infeccion hepatica experimental no se debe a una

escasa afluencia leucocitaria debido a la falta de activacion de complemento.
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6. Disefio de lainvestigacion
6.1. Tipo de estudio

Experimental, analitico, prospectivo y de cohorte.

6.2. Definicion del universo
96 ratones macho de la cepa Balb/c con un peso de 25 gr.

6.3. Tamaifio de la muestra

96 ratones macho de la cepa Balb/c.

6.4. Tipo de muestreo

Aleatorio.

6.5. Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusién

Ratones macho sanos de la cepa Balb/c con un peso de 25 g, de 8 a 10 semanas de
edad.

b) Criterios de exclusién
Ratones hembra, ratones machos que pertenezcan a una cepa diferente a la Balb/c

y/o que presenten una enfermedad antes de la inyeccion de los parasitos.

c) Criterios de eliminacion
Ratones machos que presenten alguna malformaciéon fisica o enfermedad no

asociada a lo establecido antes y durante la infeccion hepatica amebiana.

d) Definicion del grupo control

Grupo control conformado por ratones machos de la cepa Balb/c inyectados con
0.25x10% amebas resuspendidas en 50 pL de PBS, éstos se mantendran con una
dieta balanceada a base de pellets y agua a libre consumo (ad libitum) hasta el dia

de la eutanasia.
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6.6. Variables y definicion de variables
a) Independientes: Edad y sexo.

b) Dependientes: NUumero de leucocitos y niumero de trofozoitos.

6.7. Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas
Se utilizara el analisis estadistico de ANOVA.
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7. Diagrama de trabajo

Fase 1

69 ratones Balb/c machos de 8-10 semanas de

25 gramos de peso

Ratones Balb/C macho (n=24)
Grupo control

Inyeccion intraportal de E.
histolytica virulenta
(HM1: IMSS)
Técnica Tsutsumi (1984)

Eutanasia a 3,6,12,24, 72h y

Ratones Balb/C macho (n=36)
Grupo inmunizados (técnica de Herbert,
1978)

Dia O: Inyeccion subcutanea de lisado de
amebas+adyuvante completo de Freund
Dia 7: Inyeccion subcutanea de lisado de
amebas+adyuvante incompleto de Freund
Dia 14: Inyeccion subcutanea de lisado de
amebas

7 dias

Ratones Balb/C inmunizados e
hipocomplementémicos (n=9)

Dia 0: Inyeccién subcutanea de lisado de
amebas+adyuvante completo de Freund
Dia 7: Inyeccién subcutanea de lisado de
amebas+adyuvante incompleto de Freund
Dia 14: Inyeccion subcutanea de lisado de
amebas

Dia 21: Inicio de tratamiento
con Apocinina
Intraperitoneal

(Inhibidor de NADPH-
oxidasa) n=12

Dia 21: Inicio de tratamiento
con Mercaptoetilguanidina
Intraperitoneal
(Inhibidor de INOS) n=12

Dia 21: Sin
tratamiento
n=12

Dia 22: Inyeccién intraportal de
E. histolytica virulenta (HM1.:
IMSS)

Eutanasia a 6, 24 y

Dia 21: Inyeccién de CVF por
via intraperitoneal
Técnica de Vogel CW, 1996

Dia 22: Inyeccion intraportal de
E. histolytica virulenta (HM1:
IMSS)

Eutanasiaa 6, 24 y
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Fase 2 (continuacion)

Eutanasia a 3,6,12,24,72h y 7d

Eutanasia a 24, 48 y 72h Eutanasia a 6, 24, y 72h

Extraccion del higado

Histologia del higado
6 cortes/40x
Tincién de PAS

Conteo de trofozoitos
(Software imageJ)
Conteo de leucocitos
Microscopia campo claro

Determinacién de MDA y
aminas carboniladas
UPLC

Resultados

Conclusion

Discusién
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Fase3

Experimentos in vitro

Efecto amebicida del
suero de ratéon Balb/c

1X10° de amebas (HM1:

IMSS) + 1ml de suero |

(hamster, ratén, rata)

Incubacién a 37°C/2h

Crecimiento amebiano
en suero de raton Balb/c

1.25X10°amebas en 600 pl de

suero de raton Balb/c

descomplementado por calor

(56°C x 30 min)

Conteo de la viabilidad

celular por exclusion de azul

de tripan

N 24,48, 72h

Incubacién a 37°C por

de tripan

Quimiotaxis en cavidad
peritoneal de raton
Balb/c
Céamaras modificas de
Boyden (1962)

5X10" amebas

en 60ul de
PBS

Conteo de la viabilidad
—| celular por exclusion de azul

6 horas en la cavidad

5X10" amebas en 60ul

L_| suero de ratén, hamster.

Fresco o
descomplementado

peritoneal del raton

Cuenta
leucocitaria
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8. Metodologia

8.1. Obtencioén de la cepay mantenimiento de la virulencia de E. histolytica
Cuatro hamsteres machos Sirio Dorado se anestesian con pentobarbital sédico
(2mg/kg) por via intraperitoneal. Se les realiza una laparotomia descubriendo la vena
porta y se inyectan 1X10° trofozoitos de amebas virulentas HM1: IMSS
resuspendidas en 0.2 mL de PBS. Los hdmsteres se dejan por 7 dias con agua y
alimento ad libitum. Posteriormente, los animales se eutanasian con sobredosis de
anestesia (Pentobarbital sédico 12.6mg/100 gr), se extraen los higados y se colocan
en una caja Petri estéril. Estos se cortan en pequefios fragmentos los cuales se
depositan en tubos estériles de 8 mL que contienen 6 mL de medio TYI-S-33 y 30 uL
de una mezcla de antibidticos (estreptomicina 1gr, bencilpenicilina 8000UI y
cefalexina 30mg/5mL). Enseguida los tubos se incuban a 37°C y después se realizan
4 cambios de medio cada 12 horas, las amebas se colocan en cajas de plastico
estériles para su expansion y posterior uso en incubadora a 37°C, las amebas son

viables por 72 horas.

8.2. Conteo de trofozoitos

El azul tripan es un colorante anionico, que permite diferenciar las células vivas de
las muertas. La membrana plasmatica de las células muertas es permeable a este
colorante vital, mostrando un distintivo color azul bajo el microscopio. Mientras que,
en las células viables, con membrana intacta, éste no se incorpora.

Los trofozoitos de E. histolytica (HM1: IMSS) se cultivan en medio TYI-S-33
(Diamond et al., 1978) a 37°C en condiciones axénicas durante 72 h. Al finalizar este
tiempo las amebas se colocan en tubos estériles de 50 mL, se centrifugan durante 5
min y se lavaran dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Después,
en la cadmara de Neubauer y utilizando azul tripdn se determina el nimero de

trofozoitos viables.

8.3. Inyeccion intraportal de trofozoitos de E. histolytica en ratones
Un grupo de 24 ratones Balb/c de 25 gr de peso se anestesian con ketamina

(80mg/kg)-Xilacina (5mg/kg). Enseguida, en la cavidad abdominal de los animales se
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realiza una incision, se expone la vena porta y se inyectan las amebas (cepa HM1:
IMSS) resuspendidas en PBS (0.25x10% 50uL). Después de 3, 6, 12, 24y 72 h de
infeccion, 4 animales de cada grupo se eutanasian con sobredosis de anestesia
(Pentobarbital sédico 12.6mg/100 gr). Los higados se extraen, se cortan y se colocan
en tubos con 20 mL de formol al 10% vol/vol en PBS. Una vez fijados, los higados se
incluyen en parafina, se obtienen cortes de 5 um y se les realiza tincion de PAS
(Acido Peryodico de Schiff). Finalmente, se fotografian 20 zonas con amebas e
infiltrado inflamatorio de cada una de las laminillas (69) de los diferentes tiempos y

grupos. Las fotografias se toman a 40X con microscopia de campo claro.
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Figura 9. Zonas fotografiadas a 40X en los higados de ratdon con infeccién hepatica amebiana.

8.3.1. Tincion de PAS

Fundamento:

La tincion de PAS se emplea para determinar la presencia de moléculas como el
glucégeno, glucoproteinas y glucosaminoglucanos. También sirve para identificar
membranas basales y fibras reticulares. La reaccion se debe a que el acido
peryodico oxida las uniones carbono-carbono de los carbohidratos donde hay
hidroxilos adyacentes y grupos amino primarios o secundarios, cediendo aldehidos
gue pueden reaccionar con el reactivo de Schiff, responsable de la coloracién roja-
purpura intenso, provocada por la union de leucofucsina con dialdehido (Carson y
Hladik, 2009).
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8.4. Efecto amebicida del suero de ratén Balb/c in vitro

Los trofozoitos virulentos (1X10°) de la cepa HM1: IMSS obtenidos de cultivos
celulares se incuban con 1ml de sueros de raton (Balb/c), hamster (Sirio Dorado) y
rata (Wistar) durante 2h a 37°C en mezclador. Después de este periodo, la viabilidad
celular se determina por exclusion de azul de tripan en camara de Neubauer (Ver
8.2).

8.5. Crecimiento amebiano in vitro en suero de ratén Balb/c

El crecimiento amebiano se realiza en viales de vidrio estériles (12X32 mm) que
contienen 1.25X10° trofozoitos en 600 uL de suero de ratén Balb/c, previamente
descomplementado por calor (56°C x 30 min) y esterilizado por filtracién (tamafio de
poro de 0.22 um). Enseguida, los viales se incuban a 37°C y después de 24, 48 y

72h se determina la viabilidad amebiana con azul de tripan.

8.6. Quimiotaxis en cavidad peritoneal de ratones Balb/c inducida por la
mezcla de suero fresco y descomplementado de ratén y hamster en
presencia de trofozoitos de E. histolytica

Fundamento: los ensayos de quimiotaxis miden la capacidad de movimiento de los

leucocitos en una direccion determinada, atraidos por un factor quimiotactico. Se

utiliza una modificacion de la cAmara de Boyden, en la parte inferior de la camara se
sitlan las sustancias quimiotacticas (amebas+sueros) sellados con una membrana

(Boyden, 1962), y en la parte superior las células que seran quimioatraidas.

Cuatro grupos de 3 ratones Balb/c cada uno de 8-10 semanas de edad, se

anestesiaron con ketamina (80mg/kg)-Xilacina (5mg/kg). En la cavidad peritoneal de

cada raton se les coloca 2 tubos de vidrio cubiertos con una membrana de
policarbonato con poros de 3um Lot #W8220003 Neuro Probe, Inc. enseguida, se
aseguran con un anillo elastico. Los tubos de cada grupo contienen 5X104 trofozoitos
resuspendidos en 60 uL de 1) suero de raton descomplementado, 2) suero de
hamster descomplementado, 3) suero de ratén fresco y 4) suero de hamster fresco.
Las membranas y los tubos fueron previamente lavados Yy esterilizados

(121°C/15min). Después de 6 h, los tubos se extraen de la cavidad peritoneal de los
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animales, se enfrian con hielo y se toman 20 uL diluidos en 380 uL de solucion de
Tark. Finalmente con la camara de Neubauer se realiza el conteo de leucocitos a
40X.

Amebas

Figura 10. Dispositivo disefiado para la realizacién de quimiotaxis in vivo. Tubos de vidrio cubiertos

con una membrana de policarbonato y sellada con un anillo elastico.

8.7. Infeccion hepatica amebiana en ratones inmunizados

Fundamento: Los antigenos se administran junto con un adyuvante. Se utiliza el
adyuvante completo de Freund en la primera dosis, compuesto por bacilos de
Mycobacterium muertos, en suspension. La presencia de las micobacterias activa a
los macréfagos e induce la formacion de granulomas locales. Mientras que el
adyuvante incompleto, que consiste en una mezcla de aceite mineral y un
emulsificador, se usa para las dosis de refuerzo. Ambos adyuvantes permanecen en
el sitio de inyeccién y el inmundgeno se libera gradualmente, manteniendo asi un
estimulo prolongado que es necesario para estimular la produccion de anticuerpos
de alta afinidad (Herbert, 1978).

Se inmunizan 36 ratones Balb/C durante 3 semanas: 1) en la primera se les inyecta
por via subcutanea 150 pL (distribuido en las piernas y lomo) de lisado de amebas
mas el adyuvante completo de Freund, 2) en la segunda se les inyecta lisado de
amebas mas el adyuvante incompleto, y 3) en la tercera solo se les inyecta lisado de
amebas. Una semana después, a todos los ratones se les inyectan 0.25x10° amebas
virulentas en la vena porta. Doce ratones corresponden a los controles y los

restantes son tratados con Apocinina y con MEG. Después de 6, 24 y 72h, cuatro
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animales de cada grupo se eutanasian con sobredosis de anestesia (Pentobarbital
sédico 12.6mg/100 gr), y sus higados se procesan para los cortes histolégicos.

8.7.1. Tratamiento con Apocininay MEG en ratones inmunizados

Apocinina: Es un potente inhibidor de NADPH oxidasa.

Mercaptoetilguanidina: Es un inhibidor selectivo de la NO: sintasa inducible (iNOS)

y también es eficaz como un secuestrante de peroxinitrito.

En los ratones previamente inmunizados, el tratamiento con los farmacos inicia 8 h
antes de la inyeccion intraportal de las amebas y continda cada 8h hasta la eutanasia

del animal.

En los ratones de 25 gr de peso la dosis de apocinina es de 0.41mg/8h y la de

mercaptoetilguanidina de 0.10mg/8h.

8.7.2. Evaluacién de la actividad hipocomplementémica del factor

hipocomplementémico de veneno de cobra (CVF)
Mecanismo de accion del CVF: El factor hipocomplementémico del veneno de cobra
es un homologo funcional del componente del complemento C3b, un fragmento
activo de C3. Similar a C3b, el CVF se une al factor B del suero en presencia de
Mg?*. El complejo resultante tiene actividad débil C3-convertasa, pero la posterior
escision del factor B por factor D da lugar a CVFBb, una convertasa C3 eficiente
dirigida al mismo enlace escindible de C3 como auténticas convertasas del
complemento. A diferencia de C3bBb que su vida media es de 1.5 min a 37°C,
CVFBb es muy estable con una vida media de 7 h a temperatura ambiente (Krishnan
et al.,2009).

El CVF se purifica a partir del veneno de cobra Naja haje utilizando cromatografia de
filtracion molecular e intercambio i6nico, como lo describe Krishnan et al., (2009).
Debido a que el complemento de la rata es completamente letal para E. histolytica,
se evalla la actividad hipocomplementémica del CVF determinando la capacidad

amebicida del suero de rata inyectada previamente (24h) con CVF por via
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intraperitoneal. Para esto, se incuban 0.5x10% amebas en 1mL de suero de rata
normal y suero de rata con CVF durante 2h a 37°C. Después la viabilidad amebiana

se determina con azul tripan (Ver 8.2).

8.7.3. Infeccion  hepética amebiana en ratones inmunizados e
hipocomplementémicos

A 9 ratones previamente inmunizados, se les inyecta CVF por via intraperitoneal y

después de 24h, 0.25x10° amebas virulentas se inyectan en la vena porta.

Enseguida, después de 24, 48 y 72h, cuatro animales de cada grupo se eutanasian

con sobredosis de anestesia (Pentobarbital sddico 12.6mg/100 gr), se realizan cortes

histol6gicos de 5mm del higado y se les realiza tincion de PAS.

8.8. Desarrollo del algoritmo informatico utilizando el software imageJ para el
conteo automético de leucocitos

Se seleccionan 855 fotomicrografias de 6, 24 y 48 h postinfeccion. Se utiliza el
software ImageJ 1.47v National Institutes of Health, USA, JAVA 1.6.0_20 (64-bit)
para desarrollar un algoritmo (método de instrucciones, con un orden logico, que
permite introducir datos, procesarlos y arrojar resultados), primero se seleccionan los
focos inflamatorios aislados y luego el programa detecta especificamente los
leucocitos, los cuales son contados automaticamente. Los conteos son validados
comparandolos con el conteo visual, lo cual muestra una correlacién cercana a uno
(Anexo 5).
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Figura 11. Algoritmo para la cuenta de leucocitos, utilizando el software Image J. A) Imagen a analizar.
B) Con el comando Run Macro se ejecuta el algoritmo. C) Resultado gréafico del andlisis de la imagen.

D) Resultado cuantitativo del analisis de imagen (cuenta 35).

8.8.1. Conteo de leucocitos
A las 450 fotomicrografias tomadas a 40X de los cortes de higado de los ratones
infectados durante los diferentes tiempos cohorte, se les realiza la cuenta automatica

de los leucocitos que rodean al menos una ameba.
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8.9. Conteo de amebas bien conservadas
El conteo de amebas bien conservadas se realiza por microscopia de campo claro,

observando los cortes histoldgicos a 40X (69 laminillas).

8.10. Cuantificacion de Malondialdehido

El acido tiobarbitirico al reaccionar con algunos productos de la peroxidacion de
lipidos como el MDA forma un aducto que se detecta por fluorescencia.

Los niveles de MDA se cuantificaron por el método modificado de Sim et al., (2003).
A 25uL de muestra se le agregan 175uL de agua y 150 pL de NaOH (2.0mol/L). Se
agita y se incuba a 60°C por 20 min. La muestra hidrolizada se acidifica con 200 pL
de &cido orto fosforico (10%), se mezclan y se centrifugan a 15000 g a 4°C por 10
min. Se decanta el sobrenadante en tubo Eppendorf y se le agregan 50 yL de acido
tiobarbitarico (0.6%), se mezcla y se incuba a 90°C por 30 min. Finalmente el tubo se
centrifuga a 20000 g a 4°C por 20 min y se filtra a través de una membrana 0.22 um
de PVDF y 10uL de esta muestra se inyecta en el cromatégrafo UPLC. Se detecta el
aducto en fluorescencia a una longitud de excitacion de 527 nm y de emision 551
nm. La concentracibon de MDA se calcula de acuerdo con una curva estandar

preparada a partir de 1,1,3,3-tetrametoxipropano.

8.11. Cuantificacion de aminas carboniladas

Fundamento:

Cada molécula fluorescente tiene un espectro de excitacion y emision caracteristico,
gue puede usarse para separar e identificar moléculas, asi como para diferenciar
entre sustituciones y conformaciones de la misma molécula (Andersen y Mortensen,
2008). En el caso de aminas carboniladas, muestran fluorescencia con excitacion
maxima en 365nm y maximo de emision a 450nm. La cantidad de proteina en las
muestras se determin0 detectando la absorbancia en UV a 220 nm. Ademas, se
cuantificaron las aminas carboniladas por el método modificado de Gakamsky et al.,
(2008). Pare esto, se toman 500uL de la muestra homogenizada, se agrega 1 mL de
buffer de fosfatos 100mM pH 7.4 y 5 mL de éter etilico y se agita vigorosamente en

vortex por 10 seg. Enseguida se centrifuga a 3000 g por 5 min, se separa la fase
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acuosa y se desecha la fase organica. Después, la fase acuosa se seca a 4°C
durante toda la noche y la muestra se centrifuga a 20000 g por 10 min. Finalmente, el
sobrenadante se filtra con una membrana de PVDF de 0.22 um y se inyectan 10 pL

en el equipo de cromatografia UPLC.

8.12. Analisis estadistico
Los resultados son expresados como la media + el error estandar de la media (EEM)

y se evallan e interpretan mediante analisis estadistico de ANOVA.

8.13. Control de calidad
Se utilizan las técnicas establecidas por el laboratorio de patologia de la Unidad de

Medicina Experimental de la Universidad Nacional Autonoma de México.

8.14. Medidas de seguridad

Las medidas de seguridad son acatadas bajo la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-SSA1-2002, Proteccion Ambiental-Salud ambiental- Residuos Peligrosos
Biolégico-Infecciosos- Clasificacion y Especificacion de Manejo.

El manejo de los animales de laboratorio se realiza de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio”.

9. Organizacion

9.1. Recursos humanos
pQFB Maria Azucena Cortes Herrera
Dr. Alfonso Olivos Garcia
Biol. Mario Nequiz Avendafo
M. en C. Edith Mendoza Tenorio
Técnico Marco Elias Gudifio Zayas

M. en C. José Angel Francisco Flores Hernandez
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9.2. Recursos materiales
e Guantes, cubrebocas, jeringas de 1mL, tubos Eppendorf, gradillas
e Tubos estériles de 8, 15, 50 mL
e Pipetas automaticas de 10, 20, 50, 100, 1000 pL
e Cajas de cultivo
e Campana de flujo laminar (Clase Il)
¢ Anestesia (Pentobarbital sédico, Ketamina y Xilaxina)
e Material de diseccion, gelfoam, hilo seda, gasas, algodén
e Tubos de vidrio de 1.6 cm X 0.3 cm
e Incubadora Heraeus
e Centrifuga ST8R
e Agitador Vortex Mixer
e Microscopio de epifluorescencia
e Equipo de cromatografia UHPLC
e Histoquinete
e Microtomo
e Cajas coplin de vidrio

e Portaobjetos y cubreobjetos
9.4. Recursos financieros

Los recursos financieros seran aportados por el proyecto de CONACyYT 247430 y
PAPIIT IN214617 (R.P.T).
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10. Resultados

10.1. Mantenimiento de la virulencia de la cepa HM1: IMSS de E. histolytica
Para mantener la virulencia de las amebas se recuperan cada mes trofozoitos de E.
histolytica del absceso hepéatico amebiano del hamster Sirio Dorado (Ver 8.1). La
virulencia de las amebas utilizadas en este estudio fue constante, ya que en todos
los casos la recuperacion de amebas es posible y provino de lesiones macroscopicas

hepaticas extensas (Fig. 12).

Figura 12. Aspecto macroscopico de un higado de hamster Sirio Dorado infectado con amebas. Se

puede apreciar hepatomegalia y multiples lesiones puntiformes distribuidas en todos los I6bulos.

Cabe mencionar que cuando se inoculan los ratones de los diferentes grupos con los
trofozoitos, se inyectan hamsteres para confirmar la virulencia y como control positivo
al absceso hepatico amebiano, pues es bien sabido que es un animal susceptible a
este proceso infeccioso. El andlisis microscopico de los cortes de higado de hamster
se caracteriza por mdultiples amebas bien conservadas rodeadas por abundante
infiltrado inflamatorio durante todo el desarrollo de la infecciébn (Fig. 13), dicho
proceso infeccioso comienza justo después de la inoculacion. A las 3h de infeccién
se observa minima destruccion tisular, la lesion adopta una configuracion
redondeada con la ameba en el centro, rodeada por algunos leucocitos (Fig. 13A).
Después de 6h de infeccion (Fig. 13B y 13C), la cantidad de infiltrado inflamatorio
aumenta; principalmente se observan PMNSs, células mononucleares, y algunos
restos nucleares y citoplasmaticos. A las 24h se observa un mayor dafio en el tejido,
las lesiones son irregulares y la limitacidn con los hepatocitos es poco precisa. El

namero de trofozoitos en las lesiones aumenta y las amebas se localizan
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principalmente en la periferia de la lesion (Fig. 13D, E, F). Después de las 72 horas

se observan extensas areas necroticas (Fig. 13E, F).
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Figura 13. Aspecto microscopico de las etapas del absceso hepéatico amebiano experimental de
hamster. En la etapa aguda se observan amebas rodeadas de abundantes PMNSs sin necrosis (A-C).
Después de 24h y hasta los 7 dias se observan multiples amebas bien conservadas acompafiadas de
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inflamacion intensa y necrosis (D-F). Las flechas sefialan trofozoitos bien conservados. Tincion de

PAS, microscopia de campo claro, 40X.

10.2. Proceso infeccioso hepatico amebiano en ratones grupo control

Macroscopicamente, la infeccion hepatica amebiana en ratones (Balb/c) no muestra
grandes cambios durante las etapas iniciales del proceso infeccioso. Durante las
etapas tardias (7dias) los higados de los ratones no presentan hepatomegalia ni

dafio tisular, y se observa macroscépicamente como un higado normal (Fig. 14).

Figura 14. Infeccion hepatica amebiana en ratén Balb/c (7 dias). No se observan lesiones ni dafio

tisular.

Microscopicamente en los cortes histolégicos se puede observar en el higado de
ratbn a las amebas rodeadas por escasas células inflamatorias (Fig. 15A, B, C, D).
Después de 3h (Fig. 15A) de infeccidn y hasta las 72h (Fig. 15C), las amebas son
visibles en &reas isquémicas, demostrado por la falta de perfusion de la tinta china
(Pérez-Tamayo, 1992); también se observan areas con necrosis de tipo coagulativa
(no se pierde la arquitectura normal del tejido) similar a lo reportado por Velazquez et
al., (1998). A las 12, 24, 48, 72h se observan hepatocitos pequeios y palidos con
nacleos picnoticos. Es importante mencionar que, en estas condiciones, la ameba no
puede destruir las células isquémicas del higado, a pesar de estar en contacto
directo con estas (Fig. 15 A-E). Ademas, en el higado de raton la ameba se observa
hasta los 3 dias (Fig. 15E). Finalmente a los 7 dias del proceso infeccioso solamente
se pueden apreciar lesiones residuales, en donde el tejido dafiado muestras

caracteristicas de reparacion (Fig.15F).
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Figura 15. Cambios histolégicos de la infeccion hepética amebiana en ratén. De 3 a 24h se observan
amebas bien conservadas (flechas) con escaso o nulo infiltrado inflamatorio (A-E), a las 72h se
observan restos de amebas (&) La isquemia, demostrada por la falta de perfusion de tinta china (*),
esta presente desde las 3h. Después de siete dias (F), solamente se observan pequefias areas de

lesion residual sin amebas. Tincion de PAS. Aumento 40X.
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10.3. Efecto amebicida in vitro del suero con complemento de hamster, raton y

rata
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Gréfica 1. Las barras representan la media (n=4) y EEM de la actividad litica de los sueros frescos de
hamster, raton y rata sobre E. histolytica. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una
via con post-prueba estadistica Dunnett. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto
al control (amebas en medio TYI-S-33) como se indica, ***P<0.001.

El medio TYI-S-33 representa las condiciones ideales de desarrollo después de 2h
de incubacién a 37°C. El suero de rata (Wistar) demuestra el efecto amebicida del
complemento del 100%. Se observa que el suero de hamster (Sirio Dorado) y de
raton (Balb/c) no tienen diferencias significativas con respecto al grupo control.
Aungue se observa una tendencia a la disminucion.
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10.4. Proliferacion de la ameba in vitro en suero descomplementado de raton
Balb/c

5007 —.. Medio TYI-S-33 —=— Suero de ratén /56°C
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300-
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0 T 1 1
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Graéfica 2. Cada punto representa la media de los valores + EEM (n=3) del nimero de amebas viables
in vitro en suero de ratén. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una
prueba post hoc Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al medio de
cultivo (TYI-S-33) como se indica; ***P<0.001.

Después de 24h de incubacion in vitro, el suero de ratdn permite la replicacion
amebiana, sin diferencia significativa con respecto al control (Medio TYI-S-33). Sin
embargo, a las 48 y 72h, se observa una pérdida gradual en el nimero de amebas
viables con respecto al grupo control. Observando a las 48h una caida en el nimero

de amebas viables en un 71.5% y a las 72h un 93%.
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10.5. Actividad quimiotactica del complemento de hamster Sirio Dorado y
ratén Balb/c en la cavidad peritoneal de ratén (6h).

Para demostrar la atraccibn de los leucocitos del ratdon por las amebas

resuspendidas en suero de raton y hamster fresco o descomplementado. Se

utilizaron cdmaras modificadas a partir de las descritas por Boyden (1962). Las

pequefias camaras de vidrio estériles con amebas-PBS, no estimulan la quimiotaxis

de los leucocitos cuando se introducen en la cavidad peritoneal de los ratones

(control negativo metodoldgico).
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Graéfica 3. Las barras representan la media de leucocitos quimioatraidos por la presencia de suero de
raton y hamster fresco y descomplementado (n=6) y el EEM. El analisis estadistico se realizo
mediante ANOVA una via con una prueba post hoc Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias

significativas entre los grupos como se indica; ***P<0.001.

En la gréfica 1 se observa la actividad quimiotactica in vitro de los diferentes grupos
de trabajo, las amebas en presencia de suero descomplementado de ratones y
hamsteres muestran una actividad quimiotactica baja; pero en presencia de
complemento existe una quimiotaxis significativa solamente con suero de hamster.

Observando un aumento de 7 veces mas con respecto al suero de raton.
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10.6. Histologia del proceso infeccioso hepatico amebiano del raton
inmunizado

Se promueve la activacion de la via clasica del complemento estimulando la

produccion de anticuerpos anti-ameba mediante previas inyecciones de lisados de

amebas mas adyuvante, enseguida se inyectan amebas en la vena porta de dichos

ratones (Ver 8.7).

Figura 16. Las imagenes representan la histologia del higado posterior a la infeccién hepatica
amebiana del ratén en el grupo control (A-C) y en el grupo inmune (D-E), a los tiempos 6, 24 y 72h.
Corte histolégico a 5 um, tefiidos con tincion de PAS y observados a 40X en microscopia de campo

claro. (%) sefialan amebas bien conservadas , (1) la isquemia y (%) restos de amebas.

Se observa en la figura 16D amebas bien conservadas (flechas) rodeadas por
células inflamatorias. A las 24h incrementa el infiltrado inflamatorio que rodea a las
amebas (Fig. 16E). Finalmente a las 72h (Fig. 16F) anicamente se observa lesiones

residuales sin amebas.
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10.7. Histologia de la infeccion hepéatica amebiana de los ratones inmunizados
tratados con MEG y apocinina

Enseguida, para explorar si las ROS o el NO-+ producidos durante el estallido
oxidante de los PMNs y macrofagos, son responsables de la eliminacién temprana
del parésito, se inyectan amebas en 2 grupos diferentes de ratones. El primero
tratado con apocinina, un inhibidor especifico de NADPH-oxidasa y el segundo recibe

MEG, que es un inhibidor especifico de iINOS.

Figura 17. Las imagenes representan la histologia del higado posterior a la infeccion hepatica
amebiana en el grupo control (A-D) y en el grupo inmunizado tratado con MEG (D-F), a los tiempos 6,
24 y 72h. Corte histoldgico a 5 um, tefiidos con tincién de PAS y observados a 40X en microscopia de

campo claro. () sefialan amebas bien conservadas , (1) la isquemia y (&) restos de amebas.

En la figura 17D se observan amebas bien conservadas (flechas) rodeadas por los
leucocitos, a las 24h (17E) incrementa el nUmero de células inflamatorias que rodean
a las amebas. A las 72h (17F) no se observan amebas y Unicamente se observan

lesiones residuales.
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Figura 18. Las imagenes representan la histologia del higado posterior a la infeccion hepatica
amebiana en el grupo control (A-C) y en el grupo inmunizado tratado con apocinina (D-F), a los
tiempos 6, 24 y 72h. Corte histologico a 5 pum, teflidos con tincién de PAS y observados a 40X en
microscopia de campo claro. () sefialan amebas bien conservadas , (1) la isquemia y (&) restos de

amebas.

En la figura 18D se observa a las amebas rodeadas por escasas células
inflamatorias, a las 24h (Fig. 18E) no se observa un incremento en el infiltrado
inflamatorio que rodeada a los parasitos y éstos se encuentran en zona de isquemia.
A las 72h (Fig. 18F) unicamente se observan pequefias lesiones residuales sin la

presencia de amebas.
Para evaluar el posible efecto citotoxico de los compuestos sobre E. histolytica, se

evalla el crecimiento amebiano in vitro en presencia de apocinina y MEG

comparandolos con el crecimiento en medio de cultivo (TYI-S-33).
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Grafica 4. Las barras representan la media (n=3) y EEM del crecimiento in vitro en presencia de
diferentes concentraciones de apocinina (a) y MEG (b). El analisis estadistico se realizé mediante
ANOVA una via con post-prueba estadistica Dunnett. Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto al control (amebas en medio TYI-S-33) como se indica, *P<0.05.

En la grafica 4a observa que apocinina en una concentracién de 0.25mg/ml inhibe
16.9% el crecimiento amebiano con respecto al control.

En la grafica 4a y 4b se observa que las concentraciones administradas de apocinina
(0.41mg/8h) y MEG (0.10mg/8h) no muestran actividad amebicida y no interfieren
con el crecimiento amebiano en cultivo.
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10.8. Histologia de la infeccion hepéatica amebiana de los ratones inmunes e
hipocomplementémicos

Figura 19. Las imagenes representan la histologia del higado posterior a la infeccion hepatica
amebiana en el grupo control (A-C) y en el grupo inmunizado-hipocomplementémico (D-F), a las 6, 24
y 72h. Corte histolégico a 5 um, tefiidos con tincién de PAS y observados a 40X en microscopia de

campo claro. (—®) sefialan amebas bien conservadas , (T) la isquemia y () restos de amebas.

En la figura 19D y 19E se observa escaso infiltrado inflamatorio rodeando algunas
amebas bien conservadas (flechas), y a las 24h la isquemia es aparente. A las 72h

(Fig. 19F) unicamente se observan lesiones residuales con restos amebianos.
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10.9. Analisis cuantitativo leucocitario en cortes histolégicos de higados de
ratéon
Con la finalidad de evaluar la respuesta inflamatoria, se cuantificé el niumero de

leucocitos de 20 focos inflamatorios por tiempo cohorte de los grupos en estudio (Ver

8.8).
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Gréfica 5. Las barras representan la media + EEM (n=30) del analisis cuantitativo leucocitario en los
focos inflamatorios de 6, 24 y 72h de la infeccidon hepatica amebiana en ratén. a) grupo de ratones
inmunizados, b) grupo inmunizado tratado con MEG, c) grupo inmunizado tratado con APO, y d) grupo
inmunizado e hipocomplementémico. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA una via con
una prueba post hoc Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos

como se indica; *P<0.05, ***P<0.001.

En la grafica 5 se presenta la cuantificacion del nimero de leucocitos por foco
inflamatorio de todos los grupos. En la gréfica 5a se observa un incremento en el
namero de leucocitos que corresponde al grupo de los ratones inmunizados (barras

blancas), lo cual muestra diferencias significativas con respecto al grupo control; a
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las 6h con un incremento en la cantidad de células inflamatorias del 630%, a las 24h
306% y 372% a las 72h. En el caso de los ratones inmunizados tratados con MEG
(barras con lineas horizontales, grafica 5b) el comportamiento es semejante a los
inmunizados. Este grupo muestra un incremento del 598% a las 6h con una media de
143 leucocitos por foco inflamatorio, mientras que en el grupo control, la media a las
6h es de 23 leucocitos por foco. El grupo de los ratones inmunizados tratados con
MEG a las 24h mostré un incremento del 289% con una media de 315 leucocitos y a

las 72h el incremento fue del 402%.

En el caso de los ratones tratados con apocinina (grafica 5c¢, barras con puntos), y en
el grupo de los ratones inmunizados e hipocomplementémicos (grafica 5d, barras con
cuadro), se observa que no hay diferencias significativas con respecto al grupo

control durante los tiempos de la infeccion.

10.10. Analisis cualitativo de la integridad de las amebas en cortes histolégicos

de higados de raton Balb/c
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Figura 20. Trofozoitos de E. histolytica en higado de ratén 24h de infeccidon hepatica amebiana. A)
ameba bien conservada, B) ameba vacuolada y fragmentada. Corte histolégico a 5 um, teflidos con

tincién de PAS y observados a 40X en microscopia de campo claro.

El conteo de las amebas bien conservadas se realiza visualmente con microscopia
de campo claro. Los trofozoitos que son considerados bien conservados en cuanto a

estructura, son alargados con pseudépodos la membrana se observa bien delimitada
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al igual que el espacio que ocupa el citoplasma (Fig. 20A) (Aceves-Cano et al.,
2015).

Los trofozoitos que no son considerados en el conteo son aquellos que presentan
multiples vacuolas. En éstos, no se observa membrana citoplasmatica definida y en

la mayoria de los casos se estan redondeados (Fig. 20B).

10.11. Andlisis cuantitativo de la integridad de las amebas en cortes
histologicos de higados de raton Balb/c
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Gréfica 6. Las barras representan la media de los valores + EEM (n=4) del andlisis cuantitativo de
amebas bien conservadas en al menos 3 cortes histolégicos de 5um a las 6, 24 y 72h de la infeccion
hepatica amebiana en raton. a) grupo de ratones inmunizados, b) grupo inmunizado tratado con MEG,
€) grupo inmunizado tratado con APO, y d) grupo inmunizado e hipocomplementémico. El analisis
estadistico se realizé6 mediante ANOVA una via con una prueba post hoc Bonferroni. Los asteriscos

indican diferencias significativas entre los grupos como se indica; *P<0.05.
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En la grafica 6 se muestra el andlisis cuantitativo de las amebas bien conservadas
presentes en los diferentes grupos a lo largo de la infeccién (6, 24 y 72h). En ninguno
de ellos se observan diferencias significativas respecto del control, con excepcion del
grupo de los ratones inmunizados y tratados con MEG, en donde a las 24h se
observa un decremento del 67% en el nimero de amebas bien conservadas (grafica
6b).

10.12. Evaluacion de los niveles de Malondialdehido y aminas carboniladas
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Graéfica 7. Las barras representan la media (n=4) y el EEM de la concentracién de MDA en cada uno
de los grupos experimentales. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA una via con una
prueba post hoc Bonferroni. Se comparan los grupos control vs tiempo cero (condiciones basales,
barra roja) y los grupos inmunizados y tratados vs su control de cada tiempo. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre los grupos como se indica; ***P<0.001.

Con la finalidad de determinar la respuesta prooxidante durante la infeccion hepatica
amebiana del raton se determinoé los niveles de MDA vy proteinas carboniladas en el
higado del raton. En la gréfica 7 observa que los niveles de MDA disminuyen
significativamente solamente a las 24h en los grupos inmunizados (barras blancas) y
tratados con apocinina (barras con puntos) o MEG (barras con cuadros), respecto al

control (barras negras). En el grupo de los ratones tiempo cero (barras grises), los
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cuales no fueron inyectados con trofozoitos, se observa que la media de
concentracion de MDA es de 78.5 uM que es semejante a las concentraciones de los
ratones inmunizados e inmunizados tratados con MEG y apocinina. Al comparar el
control con el grupo de tiempo cero se observa un incremento de 545% en las
concentraciones de MDA Unicamente a las 24h.
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Gréfica 8. Las barras representan la media (n=4) y el EEM del factor de fluorescencia para aminas
carboniladas en proteinas totales de cada uno de los grupos experimentales. Se comparan los grupos
control vs grupo intacto y los grupos inmunizados y tratados vs su control de cada tiempo. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA una via con una prueba post hoc Bonferroni. No se observan
diferencias significativas entre los grupos.

Por otra parte, el factor para aminas carboniladas se determina, dividiendo el area
total bajo la curva del cromatograma de UV a 220 nm (proteina) entre el area total
bajo la curva del cromatograma de fluorescencia, A ex= 350 nm, A em= 450 nm
(grupos carbonilos). Este factor es utilizado para normalizar el andlisis y comparar
los diferentes tratamientos que se aplican en los ratones. En la grafica 8 se observa
gue no existen diferencias significativas entre los grupos con respecto al control no
inmune. Ademas, se aprecia claramente que el factor para aminas carboniladas de

los ratones del grupo cero (0.042) es similar al resto de los grupos.
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11. Discusion de resultados

Los estudios histolégicos de este trabajo muestran que se generd la colonizacion
hepatica en todos los grupos experimentales se genero; en las graficas 6a, b, c y d.
Se observa una media de 200 amebas bien conservadas a las 6h, a pesar de esto y
aunque las amebas se encuentren integras y en contacto directo con los hepatocitos
no se observa un efecto litico en el tejido. Muy probablemente por la presencia de a-
2-macroglobulina en el suero como lo describié Montfort et al., (1993) en donde la
capacidad citolitica de E. histolytica sobre hepatocitos aislados de higado de hamster
y rata es un fendbmeno dependiente de proteasas de cisteina que es inhibible por

ésta.

Después de 24h de infeccion se observa una disminucion del 50% de las amebas
bien conservadas, semejante a lo descrito por Rigothier et al., (2002) en donde existe
una muerte de hasta el 70% durante las primeras 24h, debido a las altas
concentraciones de oxigeno. Con excepciéon del grupo inmunizado tratado con MEG
gue muestra una disminucion significativa respecto al grupo control (Gréafica 6b), a
pesar de esto la tendencia a la disminucion es semejante a los demas grupos.
Ademas se descartd el efecto amebicida in vitro tanto de MEG como de apocinina
(Grafica 4). A las 72h la presencia de amebas bien conservadas en todos los cortes
histoldgicos es casi nula. Este resultado es similar a lo reportado por Velazquez et
al., (1998), en el cual el tiempo de eliminacién de la ameba es similar a 2 dias.
Trabajos que contrastan con lo observado son los de Jarillo-Luna et al., (2000, 2002)
y Aceves-Cano et al., (2015) en los que se observan amebas bien conservadas en
tiempos que van desde 4 a 7 dias. Esta variabilidad en el tiempo de eliminacion de la
ameba puede deberse a la gran cantidad y via de amebas dosificadas (Tsutsumi et
al.,1984) (7.5X10° - 1X10% en un é&rea pequefa (via intrahepatica) que puede
favorecer la supervivencia de las amebas debido a la cooperatividad para
contrarrestar los diferentes tipos de estrés. Estudios realizados por Burchard y
Mirelman (1988) determinaron que dicha variabilidad se debe al dafio mecanico que

genera la via de inoculacién intrahepatica.
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Para evitar estas variaciones metodoldgicas y realizar un estudio comparativo con la
infeccion hepética en hamsteres, se realiz6 la administracion por via intraportal y el
namero de amebas se administré en dosis equivalentes a las que se inoculan en el
hamster (1X108/100gr) (Tsutsumi et al., 1984).

En los cortes histologicos de la infeccion hepatica amebiana del grupo control el
tiempo de eliminacion de las amebas se da antes de las 72h (Fig.15E). Se ha
propuesto que la resistencia del ratén a la IHA se debe al NO-y ROS liberados por
células inflamatorias activadas ya que estudios in vitro han mostrado alta actividad
amebicida por parte del NO- y H202, de macrofagos murinos activados (Denis y
Chadee, 1989; Ghadirian y Salimi, 1993; Lin y Chadee, 1992). Ademas, en
condiciones in vivo durante las etapas iniciales de la infeccién hepatica amebiana en
ratones Balb/c y C3H/HeJ los neutréfilos que rodean a la ameba son capaces de
incrementar NO- a través de iINOS (Jarillo-Luna et al., 2002). En el grupo control
experimental, el efecto amebicida de estas moléculas es poco probable ya que se
observan escasos leucocitos adyacentes a las amebas (Fig. 15A-E). Al realizar la
cuantificacion periférica leucocitaria amebiana se encontré 23+17 leucocitos a las 6h,
no observandose incremento significativo entre los grupos 6-24h, y 24-72h (Gréfica
5A, barras negras). Estos resultados sugieren que muy probablemente en esta
especie animal no se generan quimiocinas por la presencia de la ameba. Dentro de
estas moléculas encontramos a: 1) IL-8 (Krakaver et al., 1999); 2) productos de la via
metabdlica de la lipoxigenasa del &cido araquidénico, sobre todo leucotrieno B4; 3) y
componentes del sistema del complemento como C5a y C3a; donde Cb5a, es
considerada una de las mas potentes quimioatrayentes de neutréfilos (Schreiber et
al., 2009).

Para conocer si la ausencia de infiltrado inflamatorio que caracteriza a la infeccion
hepatica amebiana del raton Balb/c es debido a la ausencia de péptidos
guimiotacticos generados e inducidos por la activacion de complemento, se realizo el
analisis de quimiotaxis in vivo (Grafica 3) de leucocitos inducido por la presencia de
amebas en suero fresco y descomplementado de ratébn Balb/c y hamster Sirio

Dorado. Se observd que la actividad quimiotactica leucocitaria es baja (15%) en el
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suero descomplementado de ratones y hamsteres (Grafica 3) y en presencia de
suero con complemento, existe un incremento significativo (3.8 veces) en la actividad
guimiotactica de suero con complemento de hamster, estos resultados concuerdan
con lo descrito por Guo et al., (2007) en donde observa exudacién de leucocitos
inducida por complemento. Contrario a esto, en el suero con complemento de raton
no hay quimioatraccion; esto sugiere, que el complemento de ratdén en presencia de

amebas no genera o induce péptidos quimiotacticos in vitro.

Se evalud la capacidad amebicida del complemento del ratén in vitro (Grafica 1),
observando un efecto amebicida no significativo. Olivos-Garcia et al., (2018)
demostraron el efecto amebicida del complemento en rata Wistar y hamster in vivo e
in vitro, encontrando que el complemento de rata es 100% litico para las amebas aun
diluyéndolo 5 veces; contrario a esto, el suero de hamster no present6 actividad litica
amebicida, éste es considerado una especie susceptible al AHA. Estos resultados
sugieren un efecto amebicida muy bajo o nulo del suero de raton similar al del
hamster. Otro elemento que sustenta lo observado es que en el grupo control
descomplementado no existe diferencia significativa con respecto al tiempo de
eliminacion de las amebas (72h, datos no mostrados).

Otra causa de la disminucion de las amebas del higado de raton (Fig. 15A-E), puede
deberse a las concentraciones de oxigeno presentes en el tejido, que van del 6 al
13% (Nauck et al., 1981); y como la ameba es un microorganismo microaerofilico
gue no sobrevive en ambientes superiores al 5% (Band y Cirrito, 1979); Olivos-
Garcia et al., en 2012 describen que la principal causa de la susceptibilidad de E.
histolytica al oxigeno se debe al aumento del estrés oxidante que inactiva los centros
Fe-S de sus enzimas, lo cual genera disfuncion metabdlica, acidificacion
citoplasmatica, perdida de la integridad de la membrana y muerte; pero la
participacion del Oz en la desaparicion de las amebas del higado del grupo control,
muy probablemente no influye, pues en los hallazgos histologicos se observa la
presencia de zonas isquémicas (demostrado por la falta de perfusion de la tinta
china) desde las 3h hasta la desaparicion de las amebas. Por lo que se puede

deducir que el oxigeno no es un factor que interviene en la eliminacion de la ameba.
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La disminucion del 50% de las amebas dentro de las primeras 24h de infeccion se
correlaciona con el incremento significativo prooxidante sugerido por los niveles de
MDA observados en la grafica 7 (barras negras) donde se observa el incremento de
estos a las 24h con respecto al grupo basal; esto concuerda con experimentos
realizados en el laboratorio de patologia que demuestran que uno de los
requerimientos esenciales para la sobrevida y proliferacion amebiana en los tejidos
del hospedero es un microambiente reducido (datos no mostrados) que concuerda
con lo descrito por Guilin y Diamond (1980) en donde un entorno reductor es
requisito absoluto para la proliferacion amebiana. Pero esta elevacion disminuye a
las 72h, y muy probablemente se debe al sistema antioxidante del higado que
contrarresta a los oxidantes (Iskusnykh et al., 2013). Por esta razén al determinar el
comportamiento de las aminas carboniladas en el grupo control, no se encontré
diferencias significativas con respecto a las cantidades basales (Grafica 8 barras
negras); Vargas et al., (2007) describe que cuando existen altos niveles de
oxidantes, los lipidos son los primeros en sufrir dafio y posteriormente si el ambiente
oxidado no se contrarresta ocasiona dafio en las proteinas. Este efecto oxidante
“amebicida” del tejido sugiere que la eliminacion solo pudiera influir en las primeras
24h, pues tanto el MDA vy las proteinas carboniladas a las 72h no tienen diferencias

significativas con respecto al grupo basal.

En la gréfica 6a se observa una disminucién parcial y total de amebas bien
conservadas a las 24 y 72h, esta disminucion puede deberse a que no se observa
destruccién tisular litica (figura 15), que es una caracteristica de la amebiasis
invasiva en humanos (Brandt y Tamayo, 1970) y en animales de experimentacion,
esta lisis celular es el medio que probablemente favorece la sobrevida al
proporcionarle nutrientes para su crecimiento (Tsutsumi y Martinez-Palomo, 1988).
Por lo que al no observar la generacién de necrosis litica (Fig. 15) originada por los
leucocitos (Tsutsumi y Martinez-Palomo, 1988) la ameba no se encuentra en las
condiciones necesarias para su proliferacion. Por lo que la participacion del tejido en
los grupos de experimentacion como sostén de nutrientes es poco probable. Lo que
sugiere que la isquemia generada por la oclusion sanguinea sinusoidal por las

amebas y el plasma retenido permite la supervivencia del parasito solo durante 72h.
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Estos hallazgos se correlacionan con lo observado en la grafica 2 en donde en
condiciones in vitro el suero de raton soporta la sobrevida amebiana Unicamente por
72h.

Por otra parte, la ameba fue incapaz de sobrevivir en el higado del ratdbn en ausencia
de células inflamatorias (Fig. 15), estos resultados se correlacionan con lo observado
en el AHA de hamster en donde se ha demostrado que la presencia de abundantes
leucocitos es un requisito para la supervivencia amebiana (Olivos-Garcia et al.,
2004). Se sabe que ademéas de los pépticos quimioatrayentes del complemento, las
ROS derivadas de las células inflamatorias también tienen actividad proinflamatoria
(Kim et al., 2010). El incremento de la afluencia leucocitaria durante la infeccion
hepatica amebiana en el raton previamente inmunizado sugiere que este animal es
capaz de responder a los péptidos quimioatrayentes generados por la activacion del
complemento (Fig. 16 y grafica 5a). Esta propuesta es apoyada por los resultados de
la hipocomplementemia en ratones inmunizados, causada por el CVF, en los que la
afluencia leucocitaria se reduce significativamente en niveles similares al del grupo
control (Fig. 19 y gréfica 5d). Ademas, esto también sugiere que la falta de afluencia
leucocitaria observada en los ratones controles pudiera deberse a la falta de péptidos

guimiotacticos como C3a o C5a generados por la activacion del complemento.

Por otra parte, es posible que las ROS derivadas de las células inflamatorias
participen en el incremento de la afluencia leucocitaria de los ratones inmunizados ya
gue su inhibicién especifica con apocinina resulté en una significativa disminucion de
la afluencia leucocitaria (Fig. 18 y gréfica 5c), que se correlaciona con lo descrito por
Morgan y Liu (2011) en donde describe que NADPH-oxidasa actia como agente
proinflamatorio. Contrario a esto, el inhibidor especifico de INOS no modifica la
intensidad de la respuesta inflamatoria, sugiriendo que en estas condiciones el NO-

no se produce o no tiene efecto proinflamatorio (Fig. 17 y grafica 5b).

Otra observacion importante de este estudio es que a pesar del incremento de la
afluencia leucocitaria, E. histolytica no prolongd su tiempo de eliminaciéon en el
higado del raton. En estas condiciones, la participacion de las ROS, NO- y HOCI en

la eliminacion amebiana, es poco probable ya que el uso de inhibidores especificos
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de NADPH oxidasa, que genera superéxido e iINOS que cataliza la formacion de NO,
no prolongaron el tiempo de eliminacion del parésito (Fig. 17 y 18). Estos resultados
son compatibles con lo descrito por Seydel et al., (2000) en los que el tiempo de
eliminacién de la ameba no se prolonga en ratones genéticamente deficientes en la
produccion de iNOS. Contrario a esto estos resultados, Jarillo-Luna et al., (2002)
observo que la INOS de los leucocitos que rodean a la ameba y el NO: circulante
aumenta a partir de las 6 h y disminuyen de forma gradual hasta la desaparicion de
los parasitos. Sin embargo, en estos experimentos no se neutraliza la actividad del

NO- local que pudiera haberse generado.

Finalmente, otro factor que pudiera participar en la eliminacién de la ameba del
higado de ratén es el complemento. Sin embargo esto es poco probable ya que el
tiempo de eliminacion de la ameba no se prolonga en el higado de ratones controles
0 previamente inmunizados con lisados amebianos (Fig. 15 y 16). La resistencia
amebiana al complemento de estas especies podria atribuirse al menos a dos
causas: 1) E. histolytica de la cepa HM1: IMSS produce una proteasa EhCP de 56
kDa, que le otorga resistencia a la lisis mediada por el complemento (Reed y Gigli,
1990) y 2) un epitopo que se encuentra en la adhesina EhGL de la ameba (el cual
muestra una alta similitud con CD59 de humanos y en ratones ) inhibe la formacion
del complejo de ataque a la membrana (MAC) (Braga et al.,1992; Schnabolk et al.,
2017).
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Figura 21. Diagrama hipotético de la resistencia natural del raton Balb/c ante la infeccion hepética

amebiana por la cepa HM1: IMSS.

En la figura 21 se muestra el diagrama hipotético de la resistencia natural del ratén
Balb/c ante la infeccion hepatica amebiana por la cepa HM1: IMSS. En teoria lo que
estaria ocurriendo es lo siguiente: 1a) cuando la ameba llega a los vasos sanguineos
y espacio sinusoidal, se estaria activando la via alterna del complemento mediante la
unién covalente de C3b a los constituyentes de la superficie amebiana. C3b esta
disponible gracias a una ruptura continua del C3 en el plasma, donde también se
genera C3a (molécula quimiotactica). Una vez unida comienza una serie de
reacciones donde interviene el factor B, D y properdina, dando lugar a la formacion
de la convertasa C5, generando Cba potente anafilatoxina que difunde hacia el
plasma (requisito para la extravasacion y atraccion leucocitaria) y C5b se fija a la

membrana de la ameba para continuar con la formacién del MAC (C6-C7-C8-C9).
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1b) La llegada de la ameba por circulacién portal, genera isquemia por la oclusion
que produce (demostrado por la falta de perfusién de la tinta china) generandose
necrosis de tipo coagulativa.

2) Cuando la via alterna del complemento se activa se generan moléculas
quimiotacticas (C5a, C3a), que son necesarias para el reclutamiento leucocitario al
sitio de la infeccion, estos leucocitos, se activan mediante el reconocimiento de
LPPG por TLR-2 y TLR-4, induciendo el estallido respiratorio que resulta en el
aumento de ROS y RNS, y de la liberacion del contenido granular. 3) Estas
moléculas generan la destruccion litica en los hepatocitos. Por tal motivo la ameba
puede obtener nutrientes necesarios para su proliferacibn como carbohidratos,
lipidos y proteinas, especialmente glucosa ya que glucdlisis es la Unica via
metabdlica del parasito que produce esqueleto de carbono, intermediarios reductores
y ATP. 4) es un requisito absoluto para la proliferacion amebiana la actividad
reductora (NADPH), esta es sostenida por células metabolicamente activas.
Finalmente, 5) todos estos factores propician un microambiente necesario para la
proliferacion amebiana.

En el modelo generado en el raton Balb/c los pasos 1a, 1b, 3, 4 y 5 no se llevan a
cabo. Por tanto, al no encontrarse la ameba en un microambiente favorable para su
proliferacion, Unicamente la ameba es viable hasta las 72h, muy seguramente la

soporta el suero atrapado en las sinusoides de las zonas isquémicas.
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12. Conclusién

Al evaluar los cortes histoldgicos en todos los grupos experimentales se observa una
colonizacion de amebas bien conservadas a las 6h (n= 200), mismas que se van

degenerando gradualmente hasta su desaparicion a las 72h.

En los cortes histologicos a las 6, 24 y 72h, el infiltrado leucocitario incremento
significativamente con respecto al grupo control en los grupos inmunizados y tratados
con MEG; contrario a esto, los grupos con apocinina e hipocomplementémicos no
mostraron incremento significativo en el infiltrado leucocitario con respecto al grupo

control.
El complemento, NO- y ROS no participan en la eliminacion de la ameba, esto
sugiere que no son mecanismos de resistencia natural a la amebiasis hepética

experimental por la cepa HM1: IMSS de E. histolytica en el ratén Balb/c.

La escasa afluencia leucocitaria es parte de la resistencia natural del ratén Balb/c a
la amebiasis hepética experimental.
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14. Anexos

Anexo 1. Stock de fosfatos pH 7.2

NaH2PO4 H20 0.15M

NaH2POx4 0.15M

Adicionar monobasico al dibasico hasta llegar a un pH final de 7.2

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Stock de fosfatos pH 7.2 100 mL

NaCl 10.53 g

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

Anexo 2. Preparacion de azul de tripan al 0.4%

Azul de tripan 400 mg
PBS 100 mL
Disolver el azul de tripan en 100 mL de PBS

Anexo 3. Medio de cultivo TYI-S-33

Biosate peptona 120 g
Dextrosa 409
K2HPO4 49
KH2PO4 24 ¢
NacCl 8¢
Cisteina 49
Acido Ascorbico 0.8¢g
Citrato férrico de amonio (FAC) 90mg

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

Filtrar con papel filtro

Esterilizar a 121°C por 15 min

Suplementar el medio con vitaminas 3% (tween 80 Mixtone) y suero bovino adulto
10%
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Anexo 4. Evaluacién de la actividad hipocomplementémica del CVF

La actividad hipocomplementémica del CVF purificado se evalug in vivo inyectando
25ug de CVF puro por via intraperitoneal en ratas Wistar de aproximadamente 300
gr, de acuerdo a los procedimientos descritos por Van den Berg en 1990. Posterior a
esta administracion se obtuvo sangre (1.5 mL/rata) de la cola cada 24 h durante 5
dias y el suero se obtuvo por centrifugacion a 4°C. El efecto hipocomplementémico
del CVF se evalud in vitro incubando trofozoitos virulentos de E. histolytica (1x106)
con un ml de suero durante 2h a 37°C. Pasado el periodo de incubacion, la viabilidad
celular se determind mediante la exclusién con azul tripan por medio de conteo

directo en la camara de Neubauer (Grafica 6).
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Gréfica 9. Evaluacion de la actividad hipocomplementémica del CVF. La hipocomplementemia es total
después de 24 y 48 h de la inyeccidn del CVF y después los niveles de complemento gradualmente se

restablecen a los cinco dias.

Anexo 5. Validacion del algoritmo informatico para el conteo de leucocitos

Para validar el algoritmo informatico para el conteo de leucocitos, se compararon
cuentas manuales de los leucocitos presentes en una misma imagen vs cuentas
automatizadas. Los datos obtenidos se graficaron y se les realizd una prueba de

regresion lineal, mostrando una correlacion cercana a uno.
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Figura 22. Validacion del algoritmo informatico para el conteo de leucocitos. La regresion lineal (A)
mostré una correlacion de 0.98. (B) Representacion grafica de ambos métodos de conteo para

diferentes imagenes.

Una vez validado el algoritmo, se prosiguié al andlisis cuantitativo de leucocitos

presentes en los focos inflamatorios del higado de raton.

Anexo 6. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de MDA y
proteinas carboniladas
6.1. Cuantificacion de MDA total por UPLC

e Condiciones cromatograficas

Para este analisis se utilizd un cromatégrafo UPLC, Acquity clase H (Waters) con una

bomba cuaternaria y un detector de fluorescencia. Para la separacion se utilizé una
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columna Zorbax SB-C18 (Agilent) de 4.6 x 150 mm con tamafio de particula de 5 um.
Para la recopilacion y procesamiento de los datos se utilizo el software Empower 3.0.
Como fase isocratica se utiliz6 metanol:acetato de sodio 25 mmol/L (50:50 v/v) a un
flujo de 0.3 mL/min. Se detecté el aducto MDA-TBA: en fluorescencia a Aex= 527

nm, Aem =551 nm.
e Preparacion de los estandares

Se prepara una solucion stock de 3000 umol/L de TMP (1, 1, 3, 3 tetra metoxi
propano) en agua MilliQ que se usa como estandar de MDA. La solucién stock se
almacena a -20°C. Los estandares de trabajo se prepararon diariamente en fresco
(intervalo de 6.0 a 100 pmol/L).

6.2. Cuantificacion de MDA total por UPLC
e Condiciones cromatograficas

Se utilizd un cromatdégrafo UPLC, Acquity clase H (Waters) con una bomba
cuaternaria y un detector de fluorescencia. Para la separacion se utilizé una columna
Yarra SEC 2000 de 300 x 7.8 mm, de tamafio de particula de 3 um. como fase mévil

se utilizé buffer de fosfatos pH=7.2 100nM a un flujo 0.7mL/min.

Anexo 7. Técnica para deshidratacion, embebido y corte de tejidos en parafina
Una vez obtenidos los tejidos, se colocan en formol al 10% vol/vol en PBS, hasta su
inclusion en parafina. Enseguida se colocan los tejidos en casetes para su inclusion.
Se sigue el siguiente proceso:

a) Formol 10%, 10 min

b) Alcohol 96% 1, 2h

c) Alcohol 96% 2, 2h

d) Alcohol 96% 3, 2h

e) Alcohol 100% 1, 2h

f) Alcohol 100% 2, 2h

g) Alcohol 100% 3, 2h

h) Alcohol-Xilol (1:1), 2h

82



i) Xileno 1, 2h

j) Xileno 2, 2h

k) Parafina 1, 2h

[) Parafina 2 (Inclusién)
Una vez incluidos se ponen en la plancha fria para su solidificacion, se realizan los
cortes a 5um, se colocan en laminillas con gelatina y finalmente se secan en el horno
30-45min (65°-70°C).

Anexo 8. Tincion de PAS
1. los cortes se Desparafinan y deshidratan como a continuacion se indica:
a. Xilol 1, 30min
. Xilol 2, 30min

. Xilol-alcohol absoluto, 45min

b
c
d. Alcohol absoluto, 20min
e. Alcohol 96%, 20min

f. Aguade lallave

g. Agua destilada

Colocar las laminillas en &acido peryodico (0.5%) por 10 min
Realizar 3 lavados con agua destilada

Incubar con reactivo de Schiff 10 min

Lavar con agua destilada

Colocar las laminillas en disulfito de sodio (0.5%) por 6 min
Lavar con agua de la llave por 10 min

Colocar las laminillas en hematoxilina de Harris 5 min

© © N o o0 b 0N

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

10.Lavar las laminillas con agua de la llave

11.Pasar las laminillas en solucién de carbonato de Litio 1% (3 veces)
12.Lavar las laminillas con agua de la llave

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

14.Montar las laminillas en resina hidrofébica.

83



