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Resumen

El parasito E. histolytica ocasiona la amibiasis en humanos, a nivel mundial se
estima que existen alrededor de 500 millones de parasitados, ocasionando al afio
entre 50,000 y 100,000 muertes. En México, por afo se registran aproximadamente
16 millones de portadores, 1.3 millones de enfermos y de 10 a 30 mil muertes
provocadas por E. histolytica por lo tanto esta infeccion representa un importante

problema de salud publica.

Clinicamente, E. histolytica provoca enfermedades intraintestinales que van
desde una disenteria amebiana, rectocolitis aguda, ameboma y puede complicarse
hasta una colitis fulminante, también puede provocar dafio en 6rganos fuera del
intestino como el higado, donde la formacion del absceso hepatico amebiano puede
presentarse como una complicacion, esta es la manifestacion extraintestinal mas
comun; el parasito también puede migrar a pulmén y cerebro, formando abscesos

en esos Organos.

El Sistema Nervioso consta de tres divisiones: Sistema Nervioso Central,
Sistema Nervioso Periférico y Sistema Nervioso Autonomo. El Sistema Nervioso
Autonomo (SNA) en particular se divide en Simpatico y Parasimpatico, estan
constituidos por un complejo conjunto de neuronas y vias nerviosas que se
encargan de controlar la funcién de los sistemas viscerales involuntarios del
organismo, por lo tanto, su principal funcion es mantener la homeostasis y tener la
capacidad de respuesta de adaptacion ante cambios que se presenten en el medio
interno o externo, los neurotransmisores clasicos del SNA son la Acetilcolina y la

Norepinefrina.

En este campo, se conoce poco de la interaccion que existe entre el huésped
y el parasito, sin embargo, existe evidencia que muestra que el SNA juega un papel

dentro de la respuesta que tiene el hospedero ya que, algunos experimentos con



animales vagotomizados inoculados con E. histolytica por via intrahepatica
mostraron aumento del dafio hepatico ocasionado por el parasito, mientras que

animales simpactetomizados mostraron disminucion en el dafio hepatico amebiano.

Por lo tanto, es importante conocer si la interaccion de los neurotransmisores
del SNA (Norepinefrina a y Acetilcolina) influyen en la virulencia de E. histolytica,
esto, podria ayudarnos a entender porque un porcentaje de la poblacién es mas

susceptible a esta enfermedad.



Abstract
The parasite E. histolytica causes amoebiasis in humans, worldwide it is estimated
that there are around 500 million parasites, causing between 50,000 and 100,000
deaths per year. In Mexico, per year there are approximately 16 million carriers, 1.3
million patients and 10 to 30 thousand deaths caused by E. histolytica, therefore this

infection represents an important public health problem.

Clinically, E. histolytica causes intraintestinal diseases ranging from amoebic
dysentery, acute rectocolitis, amoeboma and can be complicated to fulminant colitis,
it can also cause damage to organs outside the intestine such as the liver, where
the formation of amoebic liver abscess can present as a complication, this is the
most common extraintestinal manifestation; the parasite can also migrate to the lung

and brain, forming abscesses in those organs

The Nervous System consists of three divisions: Central Nervous System, Peripheral
Nervous System and Autonomous Nervous System. The Autonomous Nervous
System (ANS) in particular is divided into Sympathetic and Parasympathetic; they
are made up of a complex set of neurons and nerve pathways that are responsible
for controlling the function of the body's involuntary visceral systems, therefore, its
main function is maintain homeostasis and have the capacity to adapt to changes
that occur in the internal or external environment, the classic neurotransmitters of

the ANS are Acetylcholine and Norepinephrine.

In this field, little is known about the interaction that exists between the host and the
parasite, however, there is evidence that shows that the ANS plays a role in the
response of the host, since some experiments with vagotomized animals inoculated
with E. histolytica by the intrahepatic route showed increased liver damage caused
by the parasite, while sympathectomized animals showed decreased amoebic liver

damage.



Therefore, it is important to know if the interaction of the ANS neurotransmitters
(Norepinephrine and Acetylcholine) influence the virulence of E. histolytica, this

could help us understand why a percentage of the population is more susceptible to
this disease.



Capitulo 1. Introduccién

1.1 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario causante de la parasitosis
conocida como amebiasis, la cual es una patologia que puede presentarse tanto a
nivel intestinal como extraintestinal. La amebiasis tiene una importancia clinica
significativa, ya que, durante la enfermedad se presenta una severa destruccion
tisular y, ademas, por el nimero de casos reportados anualmente a nivel mundial.
Desde el descubrimiento de E. histolytica en 1875 por Friedrich Losch, a la
actualidad se ha descrito toda la biologia del parasito, y es considerado un
organismo cosmopolita; es decir que se encuentra practicamente en cualquier
ambiente, siendo los paises con clima calido y humedo los de mayor incidencia.
Otro de los aspectos importantes que influyen en su incidencia es la condicion
socioecondémica deficiente, la cual, se ve reflejada en una pobre sanidad ambiental

y una mala alimentacion (Cabello R. 2007).

1.2 Epidemiologia de la amebiasis

A nivel mundial, la amebiasis esta catalogada como una enfermedad tropical de
poca importancia (neglected tropical diseases), sin embargo, es la tercera
parasitosis causante de muerte, se estima que existen alrededor de 500 millones de
personas parasitadas y que anualmente debido a complicaciones hay de 50,000 a
100,000 muertes. En México la tasa de incidencia de la amebiasis intestinal desde
1995 hasta el 2000 fue entre 1,000 y 5,000 por cada 100,000 habitantes, por lo que
se encuentra catalogada como una de las veinte principales causas de enfermedad
(Ximénez et al., 2011).

En México, la tasa de mortalidad a causa de este parasito ha disminuido en

los ultimos 40 afos, esto se debe a la mejora de los farmacos anti-amebianos, sin



embargo, en un estudio epidemiolégico reciente se inform6 que el 8.41% de la
poblacién mexicana ha desarrollado anticuerpos anti-amebianos, lo que indica que

existe una alta exposicidén a este parasito (Ximénez et al., 2011).

El parasito E. histolytica puede migrar del intestino a diferentes érganos, por
lo que puede llegar al higado, pulmones o cerebro formando un absceso en alguno
de estos Organos, lo mas comun es que pase al higado y se forme un absceso
llamado absceso hepatico amebiano. La tasa de incidencia del absceso hepético
amebiano (AHA) en México, entre los afios 1995 hasta el 2000, fueron de 10 casos
por cada 100,000 habitantes (Ximénez et al., 2011).

El absceso hepatico amebiano, se observa principalmente en adultos jovenes
(20 a 50 afios), en donde los hombres son mas propensos a desarrollar esta
enfermedad que las mujeres, en una proporcion de una mujer por cada diez o quince

hombres (Ximénez et al., 2011).

1.3 Ciclo bioldgico de E. histolytica

E. histolytica tiene dos estadios de vida: quiste y trofozoito. El trofozoito se mueve
a través de pseudopodos en la luz del intestino grueso del humano, y mide alrededor
de 15 a 60 um, mientras que el quiste es de forma esférica y puede encontrarse
tanto en la luz intestinal donde se genera, como en el medio ambiente donde es
excretado durante la defecacion por el humano infectado, mide alrededor de 15 pm

y se le pueden observar de 1 a 4 nucleos.

La infeccién se adquiere por la ingestién del quiste maduro (tetranucleado),
gue es resistente a los jugos gastricos. El desenquistamiento ocurre en el intestino
delgado, del quiste sale una ameba tetranucleada que multiplica sus nucleos para
formar una ameba de 8 nucleos, posteriormente ésta se fragmenta en 8 pequefas
amebas, llamadas amébulas metaquisticas, éstas se transforman en los trofozoitos

gue finalmente se establecen en el colon, donde se alimentan de bacterias y restos

10



celulares, seguidamente, los trofozoitos pueden enquistarse, que es un proceso
aparentemente estimulado por condiciones Iluminales no ideales para los
trofozoitos. Dentro del quiste, contindan el metabolismo y la division nuclear hasta
formar los 4 ndcleos, después de ser eliminados los quistes con las heces pueden
permanecer viables por semanas o meses, dependiendo de las condiciones
ambientales. La infeccion no se transmite por trofozoitos, los que pueden ser
excretados durante los periodos de colitis aguda, se desintegran rapidamente fuera
del cuerpo, la infeccion puede producirse con tan sé6lo un quiste en el agua o
alimentos contaminados (figura 1) (Botero, 2012).

Malure cysis

AA

Cysis and tophozoiies
.
= Moninvasive Colonization  Possed in leces

‘ﬂ= Infective Slage
A= Diagnestic Stage

= [ntestinal Diseass [ IIII
= Extraintestinal Disease 1|I

Exits host

e -
Excystation Trophozoites

3 A

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. (“CDC - DPDx -
Amebiasis,” n.d.)
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1.4 Factores de patogenicidad de E. histolytica

El dafio que provoca E. histolytica se debe principalmente a sus factores de
patogenicidad, y de manera asociada, por la acumulacion abundante y temprana de

neutrofilos, monocitos y macrofagos en los tejidos del huésped (Helk et al., 2013).

El conjunto de factores de patogenicidad que le permiten a E. histolytica llevar
a cabo el proceso de invasion y destruccion en el tejido intestinal son la capacidad
de adhesion, degradacién y disrupcion de los componentes presentes en el tejido
del hospedero. Dentro de estos factores, se encuentran las adhesinas tipo lectinas
(figura 2), los amebaporos, las cistein proteasas, colagenasas, hialuronidasas,

neuraminidasas, toxinas y lipofosfoglucanos (Laughlin & Temesvari, 2005).

L220 Amebaporo
~ g Cisteina proteasa
—

gl

SREHP

EhCPADH

Lectina Gal/GalNAc

Figura 2

Figura 2. Proteinas expresadas/secretadas por los trofozoitos de E. histolytica consideradas
factores de virulencia (Trejos-Suarez & Castafio-Osorio, 2009).

1.4.1 Adhesinas tipo lectinas

Las moléculas de lectina son importantes en el proceso de adhesion y colonizacion,

enquistamiento e invasion de E. histolytica. Las adhesinas tipo lectina tienen
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diferentes pesos moleculares: 260kDa, 220kDa, 170kDa, 140kDa y 112kDa que le
permiten adherirse a la mucosa intestinal, al tejido hepatico, a células sanguineas y
a otros tejidos. Presentan afinidad por azucares como N-acetil D-galactosamina y
N-acetil D-glucosamina, los cuales son azucares que se encuentran en la
membrana de los eritrocitos, células inmunes y de matriz extracelular (Meza, |
Torres, H. & Meraz, A, 1994). La lectina de 260KDa conocida como Gal/GalNAc
(galactosa-N-acetil-D-galactosamina) actia principalmente como adhesina y activa
a la caspasa 3 humana que lleva a las células blanco a apoptosis (Houston et al.,
2003).

1.4.2 Amebaporos

Los amebaporos de E. histolytica son proteinas que se encuentran dentro de
vesiculas citoplasmaticas, estdn conformadas por 4 hélices alfa, con 3 isoformas
denominadas A, B y C, siendo la isoforma C las mas activa, ya que produce
estructuras tipo canal en las membranas de las células del huesped que ataca, y les
permiten el paso de iones, agua y moléculas pequefas provocando cambios
osmoticos celulares que provocan su estallamiento (Espinosa-Cantellano &
Martinez-Palomo, 1991).

1.4.3 Cistein proteasas

Las cistein proteasas son enzimas proteoliticas que son secretadas por E.
histolytica dentro de su microambiente, y son factores muy importantes de virulencia
en la patogénesis (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 1991; Vieira, 2004).
Las cistein proteasas son enzimas con capacidad para digerir constituyentes de la
matriz extracelular, tales como la fibronectina, laminina, colageno tipo | y 1V,
separando las células para que se lleve a cabo la invasion (Gomez et al., 2007).
Existen al menos 50 cistein proteasas, sin embargo, solo EhCP2, EhCP1 y EhCP5
son responsables de aproximadamente el 90% de la actividad proteasa de este

parasito, donde la de mayor importancia es la EhCP5 (Casados-Vasquez et al.,
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2010). En general estas enzimas, 1) rompen la capa de mucina en su dominio
carboxiterminal, 2) degradan directamente la IgA y realizan la disrupcién de 1gG, 3)
confieren resistencia a la lisis mediada por el complemento, interrumpiendo la
amplificacion de la respuesta inmune a través de la degradacion de las
anafilotoxinas C3a, C5a (Que, X & Reed, S, 2000).

1.4.4 Otras enzimas y complejos patogénicos de E. histolytica

Las colagenasas, hialuronidasas y neuraminidasas son enzimas encargadas de
digerir matriz extracelular en procesos invasivos. Lipofosfoglucanos vy
lipopeptidofosfoglucanos, son complejos de macromoléculas encontradas en la
superficie de los trofozoitos, tienen la capacidad de interactuar con células
dendriticas y macrofagos permitiendo activar la respuesta inmune del huésped
(Vivanco-cid et al., 2007).

1.4.5 Fagocitosis

E. histolytica lleva acabo la fagocitosis, este proceso activo es considerado como
un indicador de virulencia (eritrofagocitosis). Durante este proceso se ve involucrado
la polimerizacién de la actina amebiana, participando también un gran nimero de
proteinas, contribuyendo asi al dafio amebiano que realiza en el tejido. La ingestion
de células inmunes del huésped por medio de la fagocitosis, podria limitar la
respuesta inflamatoria y permitir que este parasito establezca una infeccion

persistente (Huston et al., 2003).
A continuacién, se describen las principales funciones que tiene las proteinas

secretadas/excretadas por los trofozoitos de E. histolytica que son consideradas

como factores de virulencia.
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Tabla 1. Principales funciones de las proteinas secretadas/excretadas por los trofozoitos de
E. histolytica (Castafio-Osorio, 2009).

MOLECULAS
ADHESION

DE

PROTEINAS
FORMADORAS
POROS

DE

ENZIMAS
PROTEOLITICAS

Lectinas Gal/GalNAc
Union al epitelio
intestinal.

Efectos de citdlisis vy
citotoxicidad.
Inhibicibn del complejo
ataque a membrana.
EhADH112
EhCPADH)

Unién a células diana.

(Complejo

Fagosina.

Proteinas de membrana
L220

Lectina.

Aglutinina >
Eritrofagocitosis.
Regulador de la
proliferaciéon de LT.
Proteina rica en serina
(SREHP)
Union al epitelio
intestinal.

Potente inmundogeno.

Amebaporos A,By C

Proteinas formadoras de

poro.
Asesina las Dbacterias
fagocitadas por el
trofozoito.

Induce la necrosis de
células epiteliales vy
leucocitos.
Hemolisina lll

Lisis de células del
hospedero.

Fosfolipasa A
Lisis de leucocitos.

Cisteinas proteasas

Degradaciéon de IgA e
19G.
Degradacion de la

proteina precursora pro-
IL-18.
Degradacion del C3a y
Cbha.
Actividad ICE >

Induccion de la apoptosis.
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1.5 Patologia

Se pueden clasificar a los pacientes con amebiasis en dos grupos, con base a sus
manifestaciones clinicas como: asintomaticos o portadores (corresponde al 90% de
los casos) o sintomaticos (10%). Tanto pacientes asintomaticos como sintomaticos
tienen afecciones a nivel intestinal, donde existe destruccion de la mucosa intestinal
provocando ruptura de vasos sanguineos y células caliciformes, dando como
resultado diarrea sanguinolenta con moco, que puede ir desde una disenteria
amebiana, hasta llegar a una colitis fulminante, pasando por una recto colitis aguda
o la formacion de un ameboma y afecciones extraintestinales como es la formacién
del absceso hepatico amebiano, absceso cerebral o enfermedad genitourinaria y
cutanea. Alrededor del 1% de las personas infectadas pueden desarrollar patologias
potencialmente fatales como colitis amebiana fulminante o absceso hepatico
amebiano (Haque et al., 2003); (Pinilla, Lépez, & Viasus, 2008).

1.6 Absceso hepéatico amebiano (AHA)

E. histolytica migra principalmente al higado a través de la vena porta (Salles et al.,
2003). El higado es el principal sitio de biotransformacion de xenobidticos, es un
organo grande solido y altamente vascularizado con funciones de suma
importancia, como mantener la homeostasis metabdlica, la desintoxicacion, etc.
(Duarte et al., 2015). El higado también tiene la capacidad de sintetizar y degradar
moléculas, como son carbohidratos, lipidos, aminoacidos, &cidos biliares y
xenobidticos. Asi como, de secretar diferentes hormonas como las somatomedinas,
el angiotensindgeno y la trombopoyetina, y como funcion exocrina la secrecion de
bilis (Si-Tayeb et al., 2010). El parénquima hepatico se encuentra organizado en
I6bulos, que se conforman de unidades funcionales (células epiteliales) llamadas
hepatocitos y células no funcionales donde se incluyen a las células endoteliales
sinusoidales, células de Kupffer, células estrelladas, colangiocitos y células
inmunes. Anatdmicamente, la arquitectura del higado se conforma de la triada portal

(conducto biliar, arteria hepatica y vena porta), la vena central y los sinusoides
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hepaticos, estos ultimos se encuentran formados por células endoteliales que tienen
fenestraciones y estan separadas de los hepatocitos por el espacio de Disse, en
este lugar se localizan las células estrelladas (figura 3) (Gonzalez-Ponce et al.,
2018).

Cuando el parasito E. histolytica llega al higado, se forma el absceso hepatico
amebiano (AHA), que macroscépicamente, es un area que se encuentra bien
definida, ya que el parénquima hepatico es reemplazado completamente por
material necrético de color amarillento y consistencia cremosa. El absceso puede
llegar a reemplazar hasta un 90% del higado, éste se encuentra preferentemente
en el Iébulo derecho, y a nivel microscépico se observan pocos leucocitos
polimorfonucleares. La lesiébn se compone de material necrético que generalmente
se encuentran en la periferia. La separacion entre el absceso y el parénquima no
afectado no es evidente en el microscopio, también, se presenta fibrosis entre las
placas de células hepéticas adyacentes, que son delgadas y desorganizadas cerca
de la lesién, aunque los abscesos pueden ser muy grandes, donde seguramente se
involucran grandes vasos sanguineos, no se observa hemorragia (Muriel Pablo,
2017).
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Figura 3. . Estructuray células del higado (Gonzalez-Ponce et al., 2018).
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1.7 Sistema Nervioso Auténomo

El Sistema Nervioso Periférico (SNP) comprende los nervios craneales y espinales
y se encuentra dividido en Sistema Nervioso Somatico (SNS), Sistema Nervioso
Autonomo (SNA) y Sistema Nervioso Entérico (SNE). EI SNS comprende neuronas
motoras y sensitivas. Las neuronas sensitivas transportan informacion aferente de
receptores de los sentidos (vision, audicién, gusto, olfato, equilibrio, etc.) y de
receptores de los sentidos soméaticos (dolor, temperatura, tacto y sensaciones
propioceptivas). Todas estas sensaciones son percibidas normalmente de manera
consciente. A su vez, los axones de las motoneuronas somaticas se extienden
desde el SNC y establecen sinapsis de manera directa con el 6rgano efector
(musculo esquelético), por lo tanto, es una inervacién voluntaria (Tortora, 2006).

El SNA se divide en Simpatico y Parasimpatico. El SNA controla las funciones
de diversos 6rganos y tejidos, como el masculo cardiaco, el masculo liso y las
glandulas exocrinas. EI SNA se conforma de neuronas conectoras y eferentes. Los
estimulos aferentes inician en los receptores viscerales y viajan a través de vias
aferentes hasta que llegan al Sistema Nervioso Central (SNC), donde se integran
mediante neuronas conectoras a diferentes niveles, después salen a través de vias
eferentes para viajar hasta los érganos efectores viscerales. Las vias eferentes del
SNA se conforman por neuronas preganglionares y posganglionares (Snell, R.
2006).

El Sistema Nervioso Simpatico (SN simpético) se relaciona con los estados
de alerta y la accion del organismo y ejerce una accion reguladora en los procesos
inflamatorios. Su principal neurotransmisor es la noradrenalina, se distribuye
ampliamente en todo el cuerpo inervando el corazén, los pulmones, el musculo de
las paredes de muchos vasos sanguineos, los foliculos pilosos, las glandulas
sudoriparas y muchas visceras abdominopelvianas. EI SN simpatico mantiene al
organismo en estado de alerta para una emergencia. El Sistema Nervioso

Parasimpéatico (SN parasimpatico) esta dirigido a conservar y restablecer la energia
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(Snell, R. 2006) y su principal neurotransmisor es la Acetilcolina. La Acetilcolina
excita a las neuronas posganglionares en los ganglios simpaticos y parasimpaticos
y la mayoria de las terminaciones posganglionares simpaticas liberan noradrenalina

como neurotransmisor (Snell, R. 2006).

1.8 Neurotransmisores

1.8.1 Acetilcolina

La Acetilcolina se comporta como un neurotransmisor excitatorio en ciertas sinapsis,
como en la placa neuromuscular, donde actia directamente mediante apertura de
canales iénicos regulados por ligandos. También, puede ser un neurotransmisor
inhibitorio en otras sinapsis, donde su efecto sobre los canales i6nicos es ejercido
indirectamente a través de receptores unidos a proteinas G (Furness et al., 2014).

La sintesis de Acetilcolina se produce en el interior de las neuronas, mediante
la uniébn de &cido acético o aceti-CoA y colina gracias a la enzima
colinacetiltransferasa. La Acetilcolina es enviada a lo largo del axén hasta el botén
terminal, donde sera almacenada hasta su utilizacién y liberacién en el espacio

sinaptico (Furness et al., 2014).

La Acetilcolina es un neurotransmisor cuya sefializacion no se encuentra
solamente en las neuronas colinérgicas ya que se ha detectado fuera del sistema
nervioso central y periférico como en células de la respuesta inmune, células

pancreaticas, queratinocitos, epitelio intestinal (Furness et al., 2014).

1.8.2 Noradrenalina

La noradrenalina es una catecolamina, la cual es secretada principalmente en el
SNC y en las neuronas posganglionares del SN Simpatico. Es sintetizada a partir

del aminoacido fenilalanina, el cual por accion de la fenilalanina hidroxilasa y el
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cofactor pteridina es convertido en tirosina, que por accion de la tirosina hidroxilasa
y la presencia del ion ferroso, oxigeno y del cofactor tetrahidropteridina, es
trasformada en dopa. La dopa sufre pérdida de un &tomo de carbono, por accién de
la dopa decarboxilasa y es trasformada en dopamina, que por accion de la
dopamina beta hidroxilasa en presencia de cobre, oxigeno y fosfato ascorbico es

convertida en la noradrenalina (Vargas, 2000)

La noradrenalina es liberada partir de las terminaciones nerviosas
simpaticas, estimula la contraccion del corazéon, musculos lisos y musculos

dilatadores del iris (Ikeda, Jeon, Cowell, & Remage-Healey, 2015)

La noradrenalina esta relacionada con la actividad del circuito neural, a través
de acciones especificas en las subclases de receptores adrenérgicos (AR). En

mamiferos mejora el procesamiento auditivo de tonos (Ikeda et al., 2015)

1.9 Receptores

1.9.1 Receptores alfay beta adrenérgicos

La noradrenalina (NA) es sintetizada y almacenada no solamente en la médula
adrenal, ademas también lo es en los nervios simpaticos periféricos. La
noradrenalina se une a los receptores de membrana de la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) en las células diana, donde modulan las
respuestas fisioldgicas como el metabolismo, la vasoconstriccion, la vasodilatacion
y la proliferacion. Estos complejos de sefializacion estan compuestos de quinasas,
fosfatasas y proteinas que modulan el comportamiento fisiologico del receptor. La
manipulacion de cada interaccion ligando-receptor del complejo de sefalizacién
adrenérgica surge como una estrategia terapéutica prometedora para el disefio de
farmacos que modulan la accion adrenérgica y ayuda a definir su significado
fisiopatoldgico (Glisbach, 2008).
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Hay dos tipos de receptores adrenérgicos: a-adrenérgicos, B-adrenérgicos;
cada uno de ellos cuenta con subtipos de receptores (a1, az, B1, B2, B3,). Con ello,
nos permite entender las respuestas fisioldgicas a las catecolaminas endogenas
como a la administracion de catecolaminas exdgenas (Quiroz, 2002).

Los receptores a-adrenérgicos tienen una mayor afinidad por adrenalina que
por noradrenalina y estos se dividen en receptores a1 y a2. Los receptores
adrenérgicos az fueron inicialmente caracterizados como receptores presinapticos
gue servian como una retroalimentacion negativa que regulaba la liberacion de
noradrenalina. Sin embargo, también estan implicados en funciones postsinapticas

y juegan un rol en la homeostasis de la presion sanguinea (Moreira, 2016)

El mecanismo de accién de los receptores B-adrenérgicos esta relacionado
con el sistema de la adenilato ciclasa, cuya estimulacion aumenta los niveles de
AMPc. La estimulacién del receptor B1-adrenérgico produce efectos metobotropicos
e inotrépicos positivos en el sistema cardiaco, aumenta la secrecion de renina en el
rifidn y la lipdlisis en adipocitos. El receptor B2 produce la relajacion de los bronquios
y del masculo liso uterino, la estimulacién causa broncodilatacion, vasodilatacion en
el musculo esquelético, glucogenolisis, y aumenta la liberacion de NA de las
terminales nerviosas simpaticas. El receptor 33 regula el gasto de energia y es el

principal receptor involucrado en la lipdlisis (Glishbach, 2008).

1.9.2 Receptores muscarinicos y nicotinicos

La sustancia quimica que reduce la frecuencia cardiaca fue descrita por primera vez
por el farmacologo Otto Loewi en 1921, e identificada mas tarde como Acetilcolina
(ACh) por Henry Dale. Mas adelante, se demostr6 que ACh desempefia muchas
funciones esenciales: a) la transmision quimica en la unién neuromuscular; b) la
funcion autonoma en el sistema nervioso periférico, y c) los procesos cognitivos
cerebrales como la atencion, el aprendizaje y memoria. La ACh se sintetiza a partir

de colina y acetil-CoA por medio de la enzima colina acetiltransferasa en neuronas
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y en células no neuronales, se libera localmente. La ACh es metabolizada por la
acetilcolinesterasa, es abundante en la hendidura sinaptica y en la unién
neuromuscular, después de su liberacién de las neuronas presinapticas. La ACh
ejerce sus efectos al unirse a dos clases diferentes de receptores: (1) muscarinicos
acoplados a proteina G (MAChR), activando la fosfolipasa C y posteriormente
movilizando el calcio intracelular, presentes tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico, y (2) nicotinicos que son proteinas membranales que actian
como canales ionicos activados por ligandos receptores (nAChR), que funcionan en
los sistemas nerviosos periférico y central, en las neuronas de los ganglios
parasimpaticos, en la union neuromuscular, asi como en las células no neuronales
(Bertrand and Wallace, 2020).

La Acetilcolina (ACh) tiene un papel crucial en los sistemas nerviosos central
y periférico. La enzima colina acetiltransferasa (ChAT) es responsable de sintetizar
ACh a partir de acetil-CoA y colina en el citoplasma y el transportador vesicular de
Acetilcolina (VAChT) capta el neurotransmisor en vesiculas sinapticas. Después de
la despolarizacién, la ACh sufre exocitosis que llega a la hendidura sinaptica, donde
puede unirse a sus receptores, incluidos los muscarinicos y nicotinicos. La ACh
presente en la hendidura sinaptica es rapidamente hidrolizada por la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), formando acetato y colina, que se reciclan en la terminal
nerviosa presinaptica por el transportador de colina de alta afinidad (CHT1)
(Ferrerira, et al., 2016).

Los receptores ionotrépicos o nicotinicos por si mismos constituyen un canal
idnico donde su activacion permite un flujo selectivo de iones al interior de la célula,
modificando la potencia del reposo de la neurona. El grado de despolarizacion o
hiperpolarizacion de la membrana celular determina la generacién o no de la sefal
propagada y, por tanto, de la transmision de la informacion. Los receptores
ionotropicos pertenecen a la superfamilia de canales iGnicos que incluye: receptores
de glutamato (NDMA, Kainato, AMPA), receptores purinérgicos de ATP (P2x) y

miembros de la subfamilia de receptores de tipo cys-loop (CL) que comprende
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receptores: nicotinicos de Acetilcolina, acido y-aminobutirico, glicina, serotonina y

de zinc.

La distribucion cerebral de los receptores nicotinicos es relativamente
homogénea y no se restringe a determinadas vias. Sin embargo, es mas densa en
algunas regiones como el talamo, la corteza y los ganglios basales. Su ubicacién
puede ser presinaptica, postsingptica o perisinaptica y, en comparacion con los
receptores muscarinicos de Acetilcolina, presenta una menor densidad cerebral.
Los receptores nicotinicos presinapticos funcionan como autoreceptores:
modulando la liberacidn de neurotransmisores, entre ellos, la ACh. Mientras que los
receptores postsinapticos median procesos de transmisién sinptica excitatoria
(Albuquerque, 2009).

Los receptores muscarinicos de acetilcolina (mMAChRs) se encuentran
asociados a una proteina con accién enzimatica (GTPasa) y se les conoce como
receptores acoplados a nucleétidos de guanina o receptores acoplados a proteina
G (GCPRs). Los receptores B-adrenérgicos (BARs) y los mAChRs forman parte de
este tipo de receptores y son los que se encuentran mejor caracterizados

estructuralmente (Sanabria-Castro et al., 2017).

Los receptores muscarinicos de Acetilcolina pertenecen a los GPCRs, se
localizan principalmente en la membrana plasmatica de células de musculo liso,
musculo cardiaco, a nivel cerebral y de ciertas glandulas. Estos receptores se
activan por muscarina y son antagonizados por atropina, y también es frecuente la
existencia de zonas ajenas tanto a los sitios ortostéricos como alostéricos altamente
conservadas como la presencia de residuos de prolina (P) en el segmento TM4
(Spalding et al., 2006). Se han descrito cinco subtipos distintos de receptores
muscarinicos (M1 — M5) que median la mayoria de las acciones de la Acetilcolina
tanto a nivel central como periférico. Esta clasificacion toma en cuenta: la respuesta
a diferentes ligandos, tipo de proteina G con que se acopla el receptor y la

naturaleza de los segundos mensajeros generados. Los subtipos M1, M3 y M5 de
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los MAChRSs se acoplan principalmente a proteinas G del tipo Gg, mientras que los
subtipos M2 y M4 se acoplan principalmente al tipo Gi/o. La clasificacion en subtipos
de los mMAChRs, se fundamenta en la utilizacién de antagonistas selectivos, debido
a la existencia de una mayor correlacion entre el antagonista y el subtipo de mAChR,

gue con respecto a los agonistas.

El uso de agonistas selectivos presenta dificultades, debido a la escasa
selectividad de los mismos, la homogeneidad entre sitios ortostéticos y a que la
unién de un ligando al MAChR puede modificar la asociacién de éste con la proteina
G y variar la afinidad por el ligando en este estado. Sin embargo, el uso de
antagonistas tampoco evidencia inequivocamente efectos exclusivos por alguno de
los subtipos de mMAChRs (Sanabria-Castro et al., 2017).
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Capitulo 2. Antecedentes

La amebiasis es un problema de salud publica a nivel mundial que es causada por
el parasito E. histolytica, este parasito tiene un gran potencial para invadir y destruir
tejidos especialmente el intestino y el higado (Mufioz-Ortega et al., 2011). Sin
embargo, de los pacientes que adquieren este parasito solo el 10% desarrollan una
amebiasis invasiva, un determinante que puede llegar a ser que la amiba tenga ese
comportamiento es que puede llegar a tener la capacidad de adaptarse al
microambiente a nivel intestinal que después le permita invadir otros 6rganos y

formar abscesos como el absceso hepético.

Ya se ha observado que cuando existen niveles elevados de Acetilcolina,
histamina, serotonina y cortisol, encontraron un aumento en las lesiones
provocadas por la disenteria amebiana en hamster, por lo tanto, puede existir una
relacion entre estos dos fenédmenos (Denaro, 1984). Por ejemplo: en un experimento
gue se realiz6 en ratas albinas de la cepa Charles-foster, observaron un incremento
en el grado de virulencia de E. histolytica, después de la administracion de
Acetilcolina e histamina (Kulkarni & Sen, 1986). Del mismo modo, en la
administracion de serotonina o su precursor de L-triptéfano en un modelo de
hamster con amebiasis, se observé un incremento en la patogénesis de varias
cepas de E. histolytica (Acharya et al., 1989). Por otro lado, en un estudio clinico
que se realizo en pacientes que fueron diagnosticados con amebiasis intestinal, se
presentd una disminucién de Acetilcolina, histamina, serotonina, acetilcolinesterasa,

histaminasas y cortisol (Banu et al., 2005).

Es bien conocido que el organismo de un huésped, en este caso el humano,
puede generar diversas respuestas para superar la infeccion y prevenir la
propagacion, un ejemplo de esto es que cada vez se reconoce mas que para facilitar
la eliminacién de patdgenos, el sistema inmunoldgico también se comunica con el

sistema nervioso para mejorar la respuesta inmunologica local (Jonge W. J. 2013).
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Existen dos estudios que relacionan al Sistema Nervioso Autébnomo y la
amebiasis. En uno de ellos se observd que una vagotomia puede ser responsable
del aumento en la produccion de citocinas pro inflamatorias, ya que se mostro un
aumento de IL1, IL6 y TNF-alfa y esto puede ser el posible responsable que en el
desarrollo del absceso hepatico se viera acompafado de mas granulomas, fibras
de colageno y mayor infiltrado inflamatorio, a lo que concluyeron que el nervio vago
desempefia un papel importante en la regulacién de la inflamacién durante la
formacién del absceso hepéatico amebiano (Mufioz-Ortega et al., 2011). Por otro
lado, al realizar una simpatectomia quimica, observaron una disminucién en el
tamafo del absceso hepatico, ya que se redujo el depdsito de colageno y se
promovio un estado anti-inflamatorio durante el desarrollo del absceso hepético, por
lo tanto, la amiba E. histolytica disminuye su viabilidad (Mufioz Ortega et al., 2015;
Avila Blanco et al., 2015).

Se puede suponer que el bloqueo de los receptores alfa y beta, asi como la
denervacion quimica dan lugar a la predominancia o potenciacion de la SN
Simpatico, lo que induce un efecto antioxidante y antiinflamatorio que protege del

dafio hepatico por E. histolytica (Aldaba-Muruato et al., 2017).
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Capitulo 3. Justificacion

Entamoeba histolytica provoca amebiasis, considerada la cuarta causa de muerte
por parasitosis a nivel mundial. En México, la amebiasis esta catalogada como una
de las veinte principales causas de enfermedad. Donde se han determinado que
hay aproximadamente entre 1000 a 5000 casos por cada 100,000 habitantes de
amebisis intestinal, en el caso de absceso hepético amebiano se ha determinado

que hay 39 casos por cada 100,000 habitantes.

En la actualidad se conocen algunos aspectos que suceden durante la
relacion Huésped-Parasito, que provoca una mayor o menor susceptibilidad de la
amebiasis, sin embargo, algunos autores reportan que quiza esta predisposicion o
susceptibilidad pueda estar dada por factores humorales presentes en el
hospedero, los cuales pueden implicar la presencia de moléculas del sistema
inmunolégico y también la presencia de neurotransmisores del Sistema Nervioso
Autonomo como la Norepinefrina y Acetilcolina, las cuales juegan un papel
importante en la regulacion inmune celular mediante la neuroinmunomodulacion,
pero hasta el momento se desconoce los efectos que tienen éstos sobre la virulencia
de E. histolytica, por lo que en este trabajo se pretende conocer si estos

neurotransmisores modifican el grado de virulencia de E. histolytica.
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Capitulo 4. Hipotesis

La virulencia de la E. histolytica puede ser modulada por los neurotransmisores

Norepinefrina y Acetilcolina.
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Capitulo 5. Objetivo general

Estudiar los efectos toxicos de los neurotransmisores Norepinefrina y Acetilcolina

sobre la virulencia de E. histolytica.

5.1 Objetivos particulares

1.Realizar y optimizar el cultivo de E. histolytica.

2. Determinar la concentracion de Norepinefrina y Acetilcolina que nos permita ver
un cambio fisiolégico en la amiba.

3. Inducir absceso hepético amebiano en hamsteres con las poblaciones de amibas
tratadas y no tratadas con los neurotransmisores y evaluar el efecto en el dafio

hepatico.
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Capitulo 6. Material y métodos

6.1 Cultivo axénico de trofozoitos de E. histolytica

Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1: IMSS se cultivaron en medio axénico
TYI-S-33 segun férmula de Diamond LS (1961).

6.2 Tratamiento de trofozoitos de E. histolytica con neurotransmisores

5X10° trofozoitos de E. histolytica fueron tratados a concentraciones de 1X104 M,
1X10°® M, 1X10® M, 1X101° M, 1X10*? M, de Acetilcolina y Norepinefrina de forma
individual durante 1 hora, una vez terminada esta incubacioén los trofozoitos fueron

lavados 3 veces con PBS (1X) estéril.

Tabla 2. Tratamiento de los trofozoitos de E. histolytica con los neurotransmisores

Neurotransmisor Accibn Concentracion (M) Tiempo

Norepinefrina ay B adrenérgicos | [1X10%], [1X10], 60 min
[1X108], [1X1010] y
[1X1012]
Acetilcolina Muscarinicos [1X104], [1X107], 60 min
[1X107€], [1X1020] y
[1X1012]

6.3 Ensayo de viabilidad

Los trofozoitos de E. histolytica fueron tratados con las diferentes concentraciones
de neurotransmisores (ver apartado 8.2) y el grupo control utilizado para este
ensayo, fueron trofozoitos tratados con una solucion de peroxido de hidrogeno al
30%. En tubos eppendorf se colocaron los trofozoitos (500,000) que fueron

estimulados y trofozoitos control a un volumen de 100 pl, a cada uno se le agrego
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100 pl del colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain, a una dilucién 1:30,000, se
mezclé y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y obscuridad,
después se realizaron 3 lavados con PBS-1X estéril, se centrifugaron para
finalmente ser fijados con paraformaldehido al 2%.

Para cuantificar los trofozoitos se tomaron fotos con un microscopio Axioscop
40/40 hasta contar 100 trofozoitos de esos 100 se contaron los que estaban muertos
con la ayuda del colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain ya que estos

presentaron una coloracion verde fluorescente.

6.4 Extracciéon de ARN

Para el andlisis de expresion de factores de virulencia de E. histolytica, se llevé a
cabo la extraccion total de ARN de trofozoitos estimulados con y sin Norepinefrina
a concentraciones de 1X10# M, 1X106 M, 1X10® M, 1X101° M, 1X10%* M,
utilizando el RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una vez obtenido el ARN se cuantifico y se evalu6 la pureza en el
BioDrop ULITE (Isogen Life Science), en un rango de 260-280 nm. El indice de
pureza de las muestras de ARN fue entre de 1.8 a 2.0. Luego fue almacenado a -
80° C hasta su uso. Finalmente, para evaluar la integridad de la muestra se corrieron
en geles de agarosa al 1.5% en buffer de boratos. La electroforesis se llevo a cabo
a 100 V durante 1 hora, para luego tefiir en una solucién de bromuro de etidio a una
concentracion de 5 pg/ml por 10 minutos, luego las bandas de ARN fueron

visualizaron en un transiluminador de luz UV.

6.4.1 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

A partir de las muestras previamente obtenidas se llevé a cabo la sintesis de ADN
complementario utilizando el kit Reverse Transcription System (Promega, USA), se
realizo la transcripcion inversa a partir de 1pg de ARN total en un volumen de

reaccion de 10 pl, a lo que se le agregara 2 pl de buffer 5x para la
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RetroTranscriptasa, 0.5 pl 10mM de la mezcla de dNTP 50 U MMLYV transcriptasa
reversa y 1 ul de 10 mM OligodT. La mezcla de reaccion se incub6 durante 60

minutos a 42 °C en un termociclador con un ciclo final de 90 °C durante 5 minutos.

6.4.2 PCR tiempo real (QPCR)

El cDNA obtenido se utilizé para cuantificar la expresion relativa del RNAm para los
siguientes genes: lectina 170kDa, ameboporos, CP-2 y CP-5. Los niveles de
expresion relativa fueron normalizados con el de tubulina como control endégeno,

asi como para determinar la expresion relativa de los genes de interés.

Se realizaron mezclas en placas de 48 pocillos para qPCR (Applied
Biosystems), gPCR GreenMaster con UNG (Jena Bioscience) y los oligos
correspondientes para cada mensajero en dilucion 1:20 (10ng) (StepOne Real-Time
PCR System). Los niveles de expresion relativa se normalizaron contra tubulina
como un gen interno y las diferencias se determinaron usando el método relativo de
AACt.

6.5 Tratamiento de trofozoitos de E. histolytica pre-inoculacion por via

intrahepatica.

Para el estudio in vivo del efecto de Norepinefrina y Acetilcolina sobre la virulencia
de E. histolytica se utilizé el modelo experimental de amebiasis hepatica en
hamsteres dorados (Mesocricetus auratus). Para ello, los trofozoitos de E.
histolytica fueron expuestos previamente a las diferentes concentraciones de los
neurotransmisores, asi mismo se expusieron a Carvedilol y Atropina, los cuales, son
antagonistas de los neurotransmisores antes mencionados con la finalidad de inhibir

el efecto que llegara a tener el neurotranmisor sobre la amiba.
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Tabla 3.

Tratamiento de los trofozoitos de E. histolytica con los neurotransmisores y

antagonistas.

Neurotransmisor | Concentracion (M) Tiempo
Norepinefrina [1X10-%?] 60 min
Acetilcolina [1X10€] 60 min
Antagonista
Carvedilol [1X10-%?] 60 min
Atropina [1X10°€] 60 min

6.6 Modelo de absceso hepatico amebiano

Para el estudio in vivo del efecto de Norepinefrina y Acetilcolina sobre la virulencia
de E. histolytica se utiliz6 el modelo experimental de amebiasis hepética en

hamsteres dorados (Mesocricetus auratus).

6.6.1 Animales de experimentacién

Se utilizaron hamsteres machos dorados (Mesocricetus auratus) de 130 — 170 gr.
Los animales fueron mantenidos con ciclos de luz/oscuridad (12 h:12 h), la dieta
consistié en nutricubos y agua ad libitum. Los animales fueron tratados de acuerdo
con las reglas de la Comision de bioética de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, acorde con la guia NHI para la investigacion con animales (Guia

para el cuidado y uso de animales del laboratorio).

Los hamsteres se asignaron de forma aleatoria en 6 grupos de 5 hamsteres

cada uno, quedando de la siguiente manera:
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Tabla 4. Grupos parainduccidn del absceso hepatico.

Grupo Descripcion

SHAM Inoculados de manera intrahepética,

con medio Diamond.

AHA Inoculados de manera intrahepatica,

con 5X10° trofozoitos.

Norepinefrina Inoculados de manera intrahepética,
con 5X10° trofozoitos previamente
tratados con Norepinefrina 1X101? M
durante 1 hora a 37 °C

Acetilcolina Inoculados de manera intrahepdtica,
con 5X10° trofozoitos previamente
tratados con Acetilcolina 1X10® M

durante 1 hora a 37 °C.

Carvedilol + Norepinefrina Inoculados de manera intrahepética,
con 5X10° trofozoitos previamente
tratados durante una hora con
Carvedilol 1X10*? M y posteriormente
con Norepinefrina 1X10'? M durante

una hora.

Atropina + Acetilcolina Inoculados de manera intrahepética,
con 5X10° trofozoitos previamente
tratados durante una hora con Atropina
1X10®% M 'y posteriormente con

Acetilcolina 1X108 M durante una hora.

Los hamsteres fueron anestesiados con pentobarbital sédico (0,63 g/ml/kg de peso
corporal) de forma intraperitoneal. Posteriormente fueron sacrificados a las 96 h

postoperatorias con una sobredosis de pentobarbital, posteriormente se llevo acabo
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la obtencion de los higados de los animales inoculados. Las muestras de higado de
todos los grupos fueron fijadas en PFA al 4% e incluidas en parafina para su
posterior analisis morfolégico, ademas una parte de las muestras fueron

almacenadas a -20°C para analisis de proteinas.

6.7 Procesamiento de tejido hepéatico

Las muestras de higado fueron deshidratadas e incluidas en parafina utilizando el
Histoquinet Thermo Scientific Microm modelo STP 120, posteriormente se
realizaron los bloques de parafinay los cortes de 5 um de espesor con un microtomo
de rotacion (Leica RM 2125RT).

6.7.1 Tincién de Hematoxilinay Eosina

Para observar el dafio en la morfologia del tejido hepéatico se realizo la tincion H-E
de los tejidos mediante la metodologia segun Luna (1968), con algunas
modificaciones. Los cortes de tejido fueron hidratados para su tincién con
hematoxilina y eosina, una vez que los tejidos fueron tefildos se montaron con
entellan y posteriormente se observaron con el microscopio Axioscop 40/40 con los
objetivos 2.5X, 10X, 20X y 40X.

6.10 Inmunodeteccién de proteinas: Western-blot

El Western blot es una técnica que ha estado en practica durante mas de tres
décadas que comenz6 como un medio para detectar una proteina diana en una
muestra compleja ( Sean C Taylor, 2014). En nuestro caso la técnica Western blot
se realiz6 para la deteccion de apoptosis celular a través de la identificacion de la

proteina Caspasa 3.
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6.10.1 Extraccién de proteinas

Las muestras de tejido almacenadas a -20°C fueron amaceradas con una solucion
de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, N-etilmaleimida 5 mM, yodoacetamida 3 mM,
fluoruro de fenilmetanosulfonilo 1 mM y Tosil-L-lisina clorometilcetona 3 mM)
manteniéndolas en hielo, después se centrifugaron 10,000 rpm durante 5 min y el

sobrenadante se recuperé y almacen6 a -20°C para ser analizado posteriormente.

6.10.2 Cuantificacién de proteina.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 por el método de Bradford (Bradford, 1976),
gue se basa en la unién de un colorante a una proteina desconocida y es comparada
con diferentes cantidades de una proteina estandar. La proteina total de las

muestras fue leida a una absorbancia de 595 nm en un espectrofotometro.

6.10.3 Electroforesis en gel SDS-PAGE

Para la electroforesis se tomd un volumen determinado de las proteinas problema,
gue en total contuviera una concentracion de 30 g, a esta se le adiciond el mismo
volumen de buffer de carga (sample buffer 1:1), las muestras se colocaron en un
bafio maria entre 90°C y 95°C durante 5 minutos y se cargaron en un gel SDS-
PAGE al 10%, las muestras fueron corridas a 110 volt durante 2 h. Una vez

terminada la electroforesis se procedio a realizar la transferencia de las proteinas.

6.10.4 Electrotransferencia.

Para la transferencia de las proteinas, se utiliz6 una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) La cual fue activada
previamente con metanol durante 10 min, posteriormente se preparé el estuche que
contenia la membrana y el gel de electroforesis, se colocé en la camara de

transferencia la cual contenia buffer de transferencia 1X. Las proteinas se
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transfirieron a 12 mA durante toda la noche a 4°C. Terminado este tiempo las

membranas se lavaron con una solucion de TBS-T 3 veces durante 10 minutos.

Para el bloqueo de uniones inespecificas las membranas se incubaron

durante 1 h con leche al 5% diluida en TBS-T y en agitacion.

6.10.5 Inmunodeteccién

Una vez concluido el bloqueo se aplico el primer anticuerpo diluido en TBS- T + 5%
de leche y fue incubado durante 24 horas a 4°C. Concluida esta incubacion se retird
el anticuerpo y se recuperé y las membranas fueron lavadas con TBS-T 3 veces
durante 10 minutos. Posteriormente se coloco el segundo anticuerpo diluido en
TBS-T + 5% de leche durante 2 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo
las membranas se lavaron con 3 veces con TBS-T durante 10 minutos. Las
membranas se revelaron usando el sistema Clarity Western ECL Blotting Subtrate
(Bio-Rad) y se leyeron usando el equipo C-DiGit Blot Scanner. Las bandas
obtenidas fueron analizadas por densitometria utilizando el analizador de imagen

Fiji image J (Schindelin et al., 2012) obteniendo la media de la intensidad de las

bandas problema y el control. Los resultados fueron normalizados con respecto a la

actina.
Tabla 5. Anticuerpos utilizados para lainmunodeteccion de proteinas
Anticuerpo Dilucién No. catalogo Casa comercial
primario
Caspasa 3 1:1000 9664 Cell Signaling
B-actina 1:1000 8227 abcam
Anticuerpo No. Catalogo Casa comercial
secundario
Goat-antirrabit 1:120,000
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6.11 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa GraphPrism el analisis de varianza
ANOVA y pruebas de comparaciones multiples como Dunnet, Mann Whitney asi
como Krustall Wallis. Los valores se representaron con su media y desviacion
estandar o su mediana y rango intercuartilico segun corresponda. Considerando

diferencia significativa de p<0.05.
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Capitulo 7. Resultados

7.1 Acetilcolina influye sobre la viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica

Como anteriormente se menciond los trofozoitos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de los neurotransmisores Acetilcolina y norepinefrina, para
observar si estos tenian algun efecto toxico sobre E. histolytica, para ello se llevé a
cabo un ensayo de viabilidad celular donde encontramos que los trofozoitos de E.
histolytica que fueron tratados con Acetilcolina a concentraciones como es 1X10*
M mostraron menor viabilidad, a diferencia de las concentraciones 1X10° M, 1X10-
8 M, 1X1019M y 1X10*? M en las cuales se encontré un mayor cantidad de células
viables. En lo que respecta al control (trofozoitos+H202) se observo una disminucion
de la viabilidad celular como se puede observar en la figura 4. En general, podemos
decir que conforme disminuye la concentracion de Acetilcolina con la cual son
tratados los trofozoitos de E. histolytica disminuye la muerte de estos (Figura 4,

gréfica 1).
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Peréxido de hidrégeno 1X10“M 1X10°M

A

Figura 4. Figura 4. Concentraciones altas de Acetilcolina modifica la viabilidad de los
trofozoitos de E. histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica fueron tratados a concentraciones de 1X10*M, 1X10
M, 1X108M, 1X101°My 1X10-*? M de Acetilcolina durante una hora, posteriormente
se le afiadio el colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain. Las imagenes (A, B, C,
D, E, F) muestran los trofozoitos que fueron tefiidos con el colorante fluorescente
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de color verde que representan a los trofozoitos muertos y las imagenes (a,b,c,d,e,f)
muestran el mismo campo pero en contraste de fases lo cual nos permite observar
el total del trofozoitos. Conforme disminuye la concentraciéon de Acetilcolina

disminuye la muerte de los trofozoitos.
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Concentraciones de Acetilcolina

Grafica 1. Acetilcolina modifica la viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica fueron tratados a concentraciones de 1X104 M, 1X10%
M, 1X108 M, 1X1019°M y 1X101?> M de Acetilcolina durante una hora posteriormente
se le afadi6 el colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain, el cual tifie los nlcleos
de los trofozoitos que se encuentran muertos. En la grafica se muestra que
conforme disminuye la concentracién de Acetilcolina disminuye la muerte de los
trofozoitos. Cada valor representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Andlisis de

varianza Anova con respecto al control (*p<0.05).

7.2 Norepinefrina influye sobre la viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica

Asi como se determiné la viabilidad de los trofozoitos tratados con Acetilcolina,
también se llevé a cabo la determinacion de la viabilidad de los trofozoitos, pero
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ahora tratados con Norepinefrina, donde encontramos que a concentraciones como
1X10* M, 1X10°® M y 1X10® M muestran menor viabilidad, a diferencia de las
concentraciones 1X10°My 1X1012M en las cuales se encontré un mayor nimero
de células viables. En lo que respecta al control era de esperar (trofozoitos + H202),
un menor namero de células viables, como se puede observar en la figura 5. Sin
embargo, aunque en el analisis estadistico no vemos diferencias significativas en
ninguno de las concentraciones utilizadas, podemos decir que conforme disminuye
la concentracion de Norepinefrina en los trofozoitos de E. histolytica aumenta la

viabilidad celular (Figura 5, grafica 2).
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Figura 5. Concentraciones altas de Norepinefrina provoca muerte de los trofozoitos.

Trofozoitos de E. histolytica fueron tratados a concentraciones de 1X10“M, 1X10
6M, 1X10%8M, 1X10'°M y 1X10'°M de Norepinefrina durante una hora
posteriormente se le afiadié el colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain. Las
imagenes (A, B, C, D, E, F) muestran los trofozoitos que fueron tefidos con el
colorante fluorescente de color verde que representan a los trofozoitos muertos y la
imagenes (a,b,c,d,e,f) muestran el mismo campo pero en contraste de fases lo cual
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nos permite observar el total del trofozoitos. Conforme disminuye la concentracion
de Norepinefrina disminuye la muerte de los trofozoitos. Cada valor representa la
media £ S.E.M de 3 experimentos. Analisis de varianza Anova con respecto al
control (*p<0.05).
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Grafica 2. Norepinefrina modifica la viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica fueron tratados a concentraciones de 1X10*M, 1X10
M, 1X10® M, 1X10'® M y 1X10' M de Norepinefrina durante una hora
posteriormente se le afiadié el colorante Sytox™ Green Nucleic Acid Stain, el cual
tifle los nucleos de los trofozoitos que se encuentran muertos. En la grafica muestra
que existe una tendencia en el aumento de la viabilidad conforme disminuye la
concentracion de Norepinefrina. No se mostraron diferencias significativas entre las

diferentes concentraciones usadas y el control.
7.3 Expresion de los factores de virulencia de E. histolytica

La expresion de genes de patogenicidad de trofozoitos tratados con Norepinefrina,
también fue evaluado con la finalidad de conocer si los neurotransmisores,
generaban un cambio en la expresion de proteinas involucradas en la patogenia del

parasito. Con respecto a esto, pudimos observar que para lectina de 170 kDa, la
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concentracion de 1X10® M indujo una mayor expresion de este factor, en lo que
respecta para amebaporo, CP-2 y CP-5 la concentracion mas significativa fue la de
1X1012 M.
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Figura 6. Andlisis de la expresion génica de Factores de virulencia de E. histolytica por
gqPCR.

Se evaluaron la expresion de los factores de patogenicidad de trofozoitos de E.
histolytica estimulados con diferentes concentraciones de Norepinefrina durante

una hora, estos fueron contrastados con un gen constitutivo control de tubulina. a)

Muestra diferencia significativa entre el control (0.9947§ 0.003724) y la
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concentracion de [1X10% M] (191.6 ; 84.70) asi como también entre el control
(0.9947 < 0.003724) y la concentracién [1X1012 M] (97.91 = 59.70). b) Muestra
diferencia significativa entre el control (1.000; 0.006450) y la concentracion de
[1X1012 M] (6.909 ; 5.727). c) Muestra diferencia significativa entre el control
(1.000% 0.006450) y la concentracion de [1X101? M] (42.12 ; 37.07). d) Muestra
diferencia significativa entre el control (0.9922; 0.006369) y la concentracién de

[1X101? M] (9.817 ; 8.033). Se considero un valor de significancia de p<0.05,

utilizando una prueba de ANOVA de una via, y prueba de comparacion multiple de

Dunnetts.

Aungue estos resultados fueron tomados en cuenta para la determinacion de
la concentracion de norepinefrina que se utilizé para realizar la inoculacién de los
trofozoitos, no se complet6é el nimero de replicas necesarias para demostrar si el
neurotransmisor inducia un cambio en la expresion de los factores de virulencia de

la amiba.

7.4 Induccién del absceso hepatico amebiano

Para conocer el efecto que tienen los neurotransmisores sobre la virulencia de E.
histolytica se realizé el modelo de absceso hepatico amebiano, donde ademas de
las concentraciones a evaluar, se usaron grupos control, los cuales consistieron en

trofozoitos estimulados mas antagonistas, como el Carvedilol y Atropina.

Los resultados obtenidos mostraron que el grupo AHA control, existié la
formacion de abscesos grandes, en el grupo Sham (inoculacion de medio de cultivo
de E. histolytica) los higados no mostraron lesion, en el grupo Norepinefrina se
observo la formacion de abscesos de tamafo pequeiio, en el caso del grupo
Norepinefrina + Carvedilol, también hubo la formacién de pequefios abscesos, a

nivel macroscopico no se encontré diferencia entre este grupo con respecto al grupo
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gue solo se usO Norepinefrina. En el grupo Acetilcolina los higados mostraron la
formacion de abscesos grandes, mientras que en el grupo Acetilcolina+ Atropina,
los higados se mostraron sin dafio aparente a comparacion con el grupo que solo
fue tratado con Acetilcolina.

Figura 7. Induccion del absceso hepéatico amebiano, andlisis microscépico.

Se muestran los higados después de ser inoculados por via intrahepatica con
trofozoitos previamente tratados. A) AHA (trofozoitos no tratados), B) Sham (solo
medio Diamond), C) Norepinefrina + Carvedilol (trofozoitos tratados una hora con
Carvedilol 1X10*? M y posteriormente una hora con Norepinefrina 1X10*?), D)
Norepinefrina (trofozoitos tratados una hora con NorepinefrinalX1012M), E)
Atropina + Acetilcolina (trofozoitos tratados una hora con AtropinalX10® M vy
posteriormente una hora con Acetilcolina 1X10% M) y F) Acetilcolina (trofozoitos

tratados una hora con AcetilcolinalX10 M).
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7.4.1 Trofozoitos de E. histolytica tratados con los neurotransmisores, generan dafio a nivel

hepatico después de ser inoculados.

Para determinar el dafio provocado por los trofozoitos de E. histolytica tratados con
Carvedilol + Norepinefrina, Norepinefrina, Atropina + Acetilcolina y Acetilcolina se
realizé un estudio histolégico que nos ayuda a observar el dafio. Para ello se utilizé
el grupo Sham como control negativo y el grupo AHA como control positivo.

En el grupo Sham (Figs. 8A,B) se observo tejido hepatico con estructura
normal; en el grupo AHA (Figs. 8C, D) se observaron lesiones amebianas
caracterizadas por grandes areas de absceso con infiltrado inflamatorio y zonas de
necrosis centrales; en el grupo Carvedilol +Norepinefrina (Figs. 8E, F) se observo
dafio en el tejido hepatico con la diferencia de que las lesiones de infiltrado
inflamatorio fueron varias y pequefias, al igual que el area de necrosis; en el grupo
de Norepinefrina (Figs. 8G, H), observamos zonas de inflamacién pero con una
pequefia area de necrosis, por otra parte, en el grupo de Atropina + Acetilcolina
(Figs. 8I, J) se observaron pequefias zonas hemorragicas e inflamatorias, pero en
general se observé un higado homogéneo y poco dafiado; En el grupo Acetilcolina
(Figs. 8K, L) se observé gran dafo al tejido hepatico, representado por amplias
zonas de necrosis con infiltrado inflamatorio periférico, dando la apariencia de varios
abscesos amibianos desarrollados al mismo tiempo en la mayoria del tejido. Como
se puede observar en la figura 8. Estos resultados nos demuestran que, el grupo
que mayor presento dafio histologico fue el grupo Acetilcolina y que al utilizar un

antagonista a este neurotransmisor el dafio histolégico se ve disminuido.
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Figura 8. Figura 8. Comparacion histoldgica del higado después de la inoculacion de los

itos por via intrahepatica.

trofozo
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Grupo Sham incisos A y B, Grupo AHA incisos C y D, Grupo Carvedilol +
Norepinefrina incisos E y F grupo Norepinefrina incisos G y H, grupo Atropina +
Acetilcolina incisos |1 y J y grupo Acetilcolina incisos Ky L.

En la figura 9 realizamos una comparacion de los grupos Carvedilol +
Norepinefrina y Norepinefrina en relacion al porcentaje de zonas de inflamaciéon que
presentaban en el tejido y observamos que en el grupo Norepinefrina se observo
mayor porcentaje de zonas de infiltrado inflamatorio (Fig. 9B), en comparacion de lo

observado con el grupo Carvedilol + Norepinefrina.

% de inflamacion= 6.4
% de necrosis = 21

Area de
necrosis

Area de
inflamacion

?| % de inflamacion = 44.82
% de necrosis=0

Figura 9. Los trofozoitos tratados con Norepinefrina ocasionan mayor zona de inflamacion
que los trofozoitos tratados Carvedilol + Norepinefrina.
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El inciso A muestra al grupo de trofozoitos tratados con Carvedilol + Norepinefrina,
lo que se encuentra marcado en color negro muestra zona de infamacion y lo
marcado de color rojo representa la zona de necrosis y el inciso B muestra al grupo
de trofozoitos tratados con Norepinefrina.

Por otro lado las amibas que fueron tratadas con el antagonista de
Acetilcolina e inoculadas en el higado de hamster, mostraron un comportamiento de
baja virulencia ya que se encontraban totalmente rodeadas e infiltradas por
neutrofilos, los cuales estaban delimitando su capacidad de causar dafio (Fig. 10A,
C); por otro lado, las amibas que solo fueron tratadas con Acetilcolina e inoculadas
al higado de hamster, tuvieron un comportamiento distinto, ya que se encontraban
rodeadas por pocos neutrdéfilos y también se observaron fagocitando eritrocitos (Fig.
10B, D)

Atropina + Acetilcolina Acetilcolina

Figura 10. Figura 10. Comparacion del comportamiento entre trofozoitos de E. histolytica
tratados con Atropina + Acetilcolinay los que solo fueron tratados con Acetilcolina.
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En el inciso A y C marcado en color negro se muestra E. histolytica que fue tratada
con Atropina + Acetilcolina y en los incisos B y D marcado en color negro se muestra

E. histolytica que fue tratada con Acetilcolina.

7.5 Deteccion de apoptosis mediante la identificacion de Caspa 3, en el

absceso hepatico amebiano.

E. histolytica presenta diversos factores de patogenicidad, uno de ellos es la lectina
de 260 kDa la cual, ademas de permitir que la amiba se adhiera a las células, activa
la Caspasa 3 provocando que las células entren en un estado apoptotico (Houston,
C. Boettner, D. Miller, V. & Petri, W. 2003). Para poder conocer si los trofozoitos
tratados con neurotransmisores y aquellos tratados con neurotransmisores mas sus
antagonistas en el desarrollo del absceso hepatico amebiano generaban un mayor
estado apoptotico en las células, realizando la identificacién de Caspasa 3 (17 kDa)
mediante la técnica de Western blot. Pudimos observar que los grupos donde
logramos identificar la Caspasa 3 fueron: grupo de AHA (control positivo), el grupo
Acetilcolina y el grupo de Norepinefrina (Fig.11). Estos resultados nos sugieren que
los neurotransmisores pueden estimular a los trofozoitos del parasito a la induccién

de una actividad apoptoética sobre las células del tejido.

45 KDa

Caspasa 3 ' 17 KDa

Figura 11. Presencia de Caspasa 3 en higados de hamsteres inoculados con trofozoitos de
E. histolytica expuestos a diferentes tratamientos.
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Las bandas muestran la presencia del B-actina (control, 45 kDa), Caspasa 3 con un
peso de 17 kDa en distintos grupos experimentales: 1) AHA, 2) SHAM, 3)
Acetilcolina, 4) Atropina + Acetilcolina, 5) Norepinefrina, 6) Carvedilol +
Norepinefrina.

En cuanto al andlisis estadistico realizado mediante un analisis
densitométrico de las bandas obtenidas, observamos que en el grupo Atropina +
Acetilcolina se ve disminuida la presencia de la Caspasa 3 en relacion al grupo
control AHA siendo de este ultimo el que mostro diferencias significativas, dichos
resultados son congruentes con lo observado a nivel de la histopatologia de las
amibas pretratadas con Atropina + Acetilcolina que no indujeron mayor area de dafio
en el higado (Figs. 8l, J), por otro lado, el tratamiento de trofozoitos con
Norepinefrina, mostro un nivel muy bajo de Caspasa 3 en comparacion con el grupo
de Acetilcolina y el grupo AHA (no se observaron diferencias significativas) pero no
mas bajo que el grupo Carvedilol + Norepinefrina. Por otra parte, es de sobresaltar
el hecho de que los trofozoitos pretratados con Acetilcolina indujeron una mayor
muerte celular ya que los niveles Caspasa 3 se ven incrementados, en comparacion

con los trofozoitos pretratados con Atropina + Acetilcolina.

53



1
RS\ sl SRR LR
vc}‘ogo"’ ® vc;x?’" O K
o x
v \;o&

Grafica 3. Andlisis cuantitativo de Caspasa 3 en higados de hdmsteres inoculados con
trofozoitos de E. histolytica tratados con neurotransmisores.

Se muestra la media de la intensidad de las bandas problema y controles. Los
resultados fueron normalizados con respecto a la actina y se obtuvo la media y el
error estandar de 3 experimentos. Analisis de Krustal Wallis test, pos hoc de Dunn’s,

considerando diferencia significativa de p<0.05.
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Discusioén

E. histolytica es un protozoario, agente causal de la amebiasis en humanos. Se
distribuye ampliamente en todo el mundo, pero principalmente en paises en vias de
desarrollo, como en América Central y del sur, Africa e India. La OMS indica que E.
histolytica causa 50 millones de infecciones al afio y alrededor de 100 mil muertes
al afio en todo el mundo (Shahi et al., 2019). La infeccion por protozoario se da por
la ingesta de quistes en alimentos, agua o material contaminado con materia fecal.
E. histolytica ha desarrollado diversas estrategias para utilizar los recursos que
puede encontrar en el hospedero. Lo que permitirh que él parasito se adapte, se
replique y establezca la infeccion. La expresion génica de factores de virulencia del
pardasito se ve influenciada por distintas variables del microambiente brindado por el
hospedero y a su vez, esto dependera de la capacidad del parasito para responder
a estimulos que modifiquen su virulencia. Como se mencion6 anteriormente, en la
actualidad se desconoce en su totalidad qué es lo que sucede durante la relacién
Huésped-Parasito que provoca una mayor o menor susceptibilidad de la amebiasis,
sin embargo, algunos autores reportan que quizd esta predisposicion o
susceptibilidad pueda estar dada por factores humorales presentes en el
hospedero, los cuales pueden implicar la presencia de moléculas del sistema
inmunologico y también a la presencia de neurotransmisores del Sistema Nervioso
Auténomo como la Norepinefrina y Acetilcolina (Sanchez-Aleman et al., 2014). Para
poder observar si estos neurotransmisores tuvieran participacion en aumentar el
grado de virulencia de la amiba fue necesario determinar primero la concentracion
a la cual los trofozoitos eran estimulados y que a su vez no generara un efecto téxico
para ellos. En la grafica 1 podemos observar como la concentracién de 1X10° M
tiene diferencia significativa *P<0.05 comparando con el control que es H202 con
relacion a que presenta menor muerte celular y al ir disminuyendo la concentracion
de los neurotransmisores no afecta la viabilidad de los trofozoitos. Medina-Rosales
y colaboradores (2021) refieren que, a concentraciones de 1, 1X102M, 1X10“ My

1X10¢M de Acetilcolina, no encontraron efectos sobre la viabilidad con respecto a
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su control, ademas, en este mismo articulo también, evaluaron el efecto de
Acetilcolina en la proliferacion de los trofozoitos de E. histolytica y encontraron que
las mismas concentraciones antes mencionadas hubo una ligera tendencia a
aumentar la proliferacion de los trofozoitos. En el caso de la gréfica 2, esta
representa el experimento para determinar la concentracion de Norepinefrina, se
observo que no existe diferencia significativa entre el control positivo de H202 con
relacion a la muerte celular y las concentraciones con las que fueron tratados los
trofozoitos de E. histolytica, sin embargo, se puede observar una disminucion de en
la muerte de los trofozoitos conforme va bajando la concentracion del
neurotransmisor (Norepinefrina) por lo cual se utilizé la concentracién de 1X10-12
para realizar el tratamiento a los trofozoitos de E. histolytica para posteriormente

fueran inoculados por via intrahepatica en los hdmsteres.

El parasito E. histolytica se define y conoce por tener una fuerte capacidad
de invadir y destruir tejidos, especialmente el intestino y el higado (Mufioz-Ortega
et al., 2011). Por lo cual para determinar la capacidad que el parasito E. histolytica
tiene para destruir el tejido, despues de definir las concentraciones con las cuales
fueron tratados los trofozoitos se realizd la inoculacién por via intrahepatica y se
analizaron los tejidos con la tincion de Hematoxilina y Eosina. La figura 7 muestra
un analisis macroscopico de los higados, donde en el inciso C) (higado inoculado
con trofozoitos tratados con Norepinefrina y su antagonista) se observé la formacién
de un pequefio absceso, en el inciso D) (higado que fue inoculado con trofozoitos
tratados con Norepinefrina y su antagonista) se puede observar la formacién de un
absceso de mayor tamafio. En la figura 8 (analisis microscopico) se observo que el
dafio en higado ocasionado por la amiba tratada con Norepinefrina y su antagonista
es poco, de igual manera, estas mismas observaciones se obtuvieron en el grupo
gue fue tratadd con Norepinefrina (Fig. 8), al ser comparados estos dos grupos con
aguellos que que no tuvieron ningun estimulo, sin embargo, si causaron dafio por lo
que su virulencia no fue totalmente atenuada, por lo tanto en base a este analisis
histologico, se puede pensar que el neurotranmisor Norepinefrina no afecta la

virulencia del parasito. En un estudio donde se realizé una simpactectomia quimica,
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es decir, que bloquearon al Sistema Nervioso Simpatico, observaron una
disminucién en el tamafio del absceso hepatico, también observaron una reduccion
en las fibras de colageno, estas se producen por la activacion de la células estelares
que sintetizan y liberan Norepinefrina y Epinefrina por vias de sefalizacion como
p38, estos neurotransmisores aumentan la expresion de colageno de tipo Iy Il a
través de TGF-f sin involucrar citocinas proinflamatorias, pero también, observaron
que durante el desarrollo del absceso hepético se promovié un estado anti-
inflamatorio (Mufioz Ortega et al., 2015; Avila Blanco et al., 2015). Estos datos nos
pueden decir que puede llegar a existir una relacién entre el Sistema Nervioso
Simpatico y la virulencia de E. histolytica ya que, por una parte al ser estimulada la
amiba con Norepinefrina, sigue causando dafio en el higado y por otro lado al ser
eliminado el Sistema Nervioso Simpético también provoca dafio cuando el higado

es inoculado con amibas.

Por otro lado, regresando a la figura 7 donde se muestran los higados
macroscopicamente se puede observar el higado que fue inoculado con trofozoitos
tratados con Acetilcolina y su antagonista donde, no se logra observar la presencia
del absceso y asi como también se observa el higado que fue inoculado con
trofozoitos tratados con Acetilcolina se puede observar la formacion de un absceso
grande. Ya a nivel microscopico, en la figura 8 en el grupo de Atropina + Acetilcolina
se muestran pequefias zonas hemorragicas y pequefias zonas de infiltrado
inflamatorio, sin embargo, en la misma figura, pero en el grupo Acetilcolina se
observa mayor dafio en el tejido hepético ya que se muestran grandes zonas de
necrosis. En un estudié donde se realiz6 una vagotomia y después se inocularon
trofozoitos de E. histolytica provoco un aumento en la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-alfa y esto puede ser el posible responsable que
en el desarrollo del absceso hepatico se viera acompafiado de mas granulomas,
fibras de colageno y mayor infiltrado inflamatorio, a lo que concluyeron que el nervio
vago desempefia un papel importante en la regulacion de la inflamacion durante la
formacion del absceso hepatico amebiano (Mufioz-Ortega et al., 2011); En este

articulo se ve la influencia que tiene el sistema nervioso parasimpatico desde el
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huésped, pero al contrario a lo que se trabajo en este proyecto de tesis, se ve desde
la perspectiva del parasito como el parasito puede ser beneficiado con el

microambiente que se encuentra en su huésped.

Cuando las células se encuentran dafiadas, un mecanismo comun para que
sean eliminadas es por la muerte celular por apoptosis, para determinar si los
trofozoitos de E. histolytica provocaron apoptosis en las células del tejido hepatico
se llevé a cabo la inmunodeteccion de la proteina apoptotica Caspasa 3, la cual fue
posteriormente cuantificada en los diferentes grupos y se encontré que no existe
diferencia significativa entre el grupo AHA y el grupo de Acetilcolina y el de
Norepinefrina pero si existio diferencia significativa entre AHA y el grupo Atropina +
Acetilcolina. Por lo tanto, el dato mas interesante es que puede ser que la atropina
juega un papel en ser antagonista para el efecto de la Acetilcolina y por ende, la
amiba no pudo expresar todos sus factores de virulencia, y por lo tanto, no pudo
generar dafio al tejido hepético. Es conocido que la atropina es antagonista del
neurotransmisor Acetilcolina en humanos y aqui se ve el mismo efecto en los
trofozoitos de E. histolytica. Se conoce que la amiba responde a diversos factores
humorales (Pulido-Ortega et al., 2019). Recientemente hay un articulo donde
demuestra la union de Acetilcolina a la membrana de los trofozoitos de E. histolytica
(Medina-Rosales et al., 2021).
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Conclusion

La concentracién 1X10°M de Acetilcolina no es téxica para los trofozoitos de E.
histolytica ya que aumenta su viabilidad con respecto al control H202. Con respecto
a las concentraciones utilizadas de norepinefrina, ninguna de ellas muestra
diferencia con respecto al control, pero si un aumento de la viabilidad de los

trofozoitos con forme disminuye la concentracion de este neurotransmisor.

El analisis cuantitativo de la expresion relativa de los factores de virulencia
de los trofozoitos de Entamoeba histolytica, muestra un incremento significativo a la
concentracion de 1X10® M para lectina de 170 KDa, sin embargo, esta
concentracion no estimulé de la misma forma la expresién de los genes de los
amebaporos y los de las proteasas de cisteina. Pudimos observar que el incremento
de la expresion de estos factores se presenta a menores concentraciones siendo

para estos su concentracion optima a 1X102 M.

En el analisis morfolégico con la tincion de Hematoxilina y Eosina se observé
que existe mayor dafio al tejido en el grupo donde los trofozoitos de E. histolytica
se trataron con Acetilcolina y en el grupo donde se trataron con Acetilcolina y su
antagonista presentd un dafio leve al tejido ya que no se observo zonas necroticas
como en el que solo fueron tratados con Acetilcolina y en el grupo de Norepinefrina
asi como en el grupo de Carvedilol + Norepinefrina también se mostr6 dafio
histoldgico, pero sin presentar zona de necrosis solo zonas hemorragicas y de

infiltrado inflamatorio.

En el resultado de la determinacidon de apoptosis muestra que existe
diferencia significativa entre el grupo control AHA y el grupo donde los trofozoitos
de E. histolytica fueron tratados con Atropina + Acetilcolina por lo tanto, la atropina

realizd su funciébn como antagonista de Acetilcolina por la amiba.
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Preparacion de cultivo Diamond.
MEDIO DE CULTIVO DIAMOND

ANEXO A

Compuesto Peso o volumen
Biosate o peptona 36.58g
Dextrosa 12.199

Cloruro de sodio 2.43g

Fosfato de potasio mono béasico 0.73g

Fosfato de potasio dibasico 1.21g

Cisteina 1.21g

Acido ascorbico 0.243g

Citrato férrico de amonio 0.0287¢g

Agua tridestilada 1L

Procedimiento:

Se colocan todos y cada uno de los reactivos anteriores en un vaso de precipitado

de 1Ly se disuelven en 750 mL de agua bidestilada.
Medir el pH y ajustarlo a 6.8 con NaOH 0.1 N.

Pasar esta solucién a una probeta de 1 L y aforar hasta obtener un volumen de 1L.

Se colocan 7 mL de medio Diamond en tubos de vidrio de 11 mL y se tapan bien

(aproximadamente se utilizan 144 tubos).

Se esterilizan a 15 |b de vapor durante 20 minutos.

Una vez enfriados los tubos se almacenan en refrigeracion.

Lavado de amibas.

Procedimiento.




Esterilizar la campana de flujo laminar: Encendiendo la lampara de luz UV durante
1 hora y posteriormente el flujo durante 10 minutos.

Aun prendido el flujo de la campana limpiamos nuestras manos con alcohol al 70%
introducimos el material y reactivos para trabajar, y encendemos el mechero.

Con la ayuda de micropipetas y puntas estériles (evitando tocar superficies)
preparamos el medio Diamond suplementado adicionando los siguientes

reactivos:

Medio Diamond suplementado.

7ml Medio Diamond
1000pl Suero Bovino
200ul Vitaminas

83ul Antibidtico

Tomamos el tubo que contienen el cultivo axénico de amibas y lo agitamos
suavemente para remover los detritus, posteriormente decantamos el medio
desechandolo en el frasco con cloro para residuos biolégicos.

Tomamos el tubo que contiene el medio Diamond suplementado y lo vaciamos al
tuvo que contiene las amibas. Se incuba nuevamente en la estufa a 36 °C.
Apagamos el mechero y el flujo de la campana, recogemos el material/reactivos,
limpiamos con alcohol al 70% la superficie de la campana, bajamos la ventana de
la campana, el frasco con cloro que contiene residuos biolégicos lo dejamos reposar

durante 24 horas para su inactivacion y posterior limpieza.

Inoculacion intrahepéatica de amibas

Procedimiento:

Esterilizar la campana de flujo laminar: Encendiendo la ldAmpara de luz UV durante

1 hora y posteriormente el flujo durante 10 minutos.



Aun prendido el flujo de la campana limpiamos nuestras manos con alcohol al 70 %
introducimos el material y reactivos para trabajar, y encendemos el mechero.
Mientras tanto ponemos a enfriar en el refrigerador 4 tubos con medio Diamond sin
suplementar.

Prender la centrifuga a 4 °C.

Preparar el set de cirugia: tabla de cirugia con papel extendido sobre ella, hilos
para atar al hamster, gasas estériles, material quirdrgico en recipiente con Lugol
como tijeras chicas y grandes, navaja, pinzas, la aguja no se esteriliza, hilo para
cerrar la herida, balanza y bote para pesar al animal, rasuradora y guantes.
Amibas previamente crecidas en el medio Diamond se observan que sean
abundantes al microscopio en los 4 tubos.

Ya en la campana: se prende el mechero y se pone alcohol en las manos para
manipular, los tubos que contienen amibas se esteriliza la boca del tubo en el
mechero y se inclina hacia arriba y abajo para decantar el medio conteniendo
detritus en un recipiente de vidrio para desechos previamente esterilizado con
alcohol, enseguida el tubo frio conteniendo el medio Diamond sin suplementar se
esteriliza con el mechero y se le afiade al tubo que contiene las amibas y se tapa y
asi sucesivamente con los otros tres tubos con amibas.

En la centrifuga poner durante 20 minutos los tubos conteniendo las amibas y el
medio Diamond no suplementado.

Al término de este tiempo centrifugar durante otros 20 minutos a 4°C.

Pasar nuevamente a la campana, encender el mechero, decantar los tubos y

con el medio que quede se re suspende utilizando una micropipeta y se colocan las
amibas en un tubo de plastico con rosca y se recolectan ahi las amibas de todos los
tubos, pasando por el mechero siempre la boca de los tubos.

Nota:

Antes de juntar las amibas se pueden resembrar las amibas (50 uL) en otros tubos
conteniendo el medio Diamond previamente suplementado para ser encubados a
36 °C.

Se hace una dilucion con 10 uL de azul y 10 uL de la suspension de amibas en un

tubo eppendorf, y después se ponen 10 pL en la camara de neubauer. El



concentrado de amibas se pone a centrifugar nuevamente.

Se cuantifican las amibas en cuatro cuadrantes. (Suma total de amibas
/4cuadrantes)(2)(10)(1000 pL)= aprox 1 millon

Nota: Medio millon es suficiente para inocular al hamster

Después de centrifugar se decanta el medio y se afiade 200 pyL de medio

Diamond sin suplementar y se re suspende con una jeringa de insulina usando una
aguja azul y al final se le coloca a la jeringa su aguja y se pone este concentrado a
refrigerar.

Pesar al hamster y anestesiarlo con pentobaribital, peso (g) x 0.063 + 5 = unidades.
Rasurar al animal.

Colocar al hamster sobre la tabla de cirugia y sujetarlo con los hilos.

Cortar con navaja poco a poco las capas de la piel ayudandose con las pinzas,
levantar la capa interna y cortar.

Exponer el higado y en el I6bulo que se vea inocular las amibas con la jeringa de
insulina que se mantuvo en refrigeracion, girar la jeringa antes de sacar para

evitar sangrados. Nota: Se observa en el sitio de inoculacién una burbuja blanca.
Se cose capa por capa de piel del hamster.

Se pone a recuperar al animal bajo una luz amarilla.

Llevar al hamster al bioterio.

En cuatro dias es posible extraer las amibas del absceso hepético amibiano (AHA).

Preparacion de cortes histoldgicos

Fijacion de tejidos

Cortes de tejido hay que fijarlos en p-formaldehido 4% o Formalina al 10 %.
Preparacion de p-formaldehido 4%

Procedimiento para preparar p-formaldehido 4%, pH 7.2:

Poner a calentar a 70 °C PBS 1X.

Adicionar 4 g de p-formaldehido.

Agregar una pizca de NaOH, hasta que se aclare la solucion.

Ajustar pH y el volumen final a 100 mL con PBS 1X.



Preparacion del PBS-10 X

PBS-10X pH 7.4

KH2PO4 0.02M 2.72 g

Na2HPO4 0.08 M 11.3 g

NaCl 1.54 M 90 g

H20 destilada 1 L

Nota: PBS 1X: 100 mL PBS 10X + 900 mL de H20O destilada.

Silanizacion de portaobjetos.

Procedimiento:

Sumergir los portaobjetos en extran: agua destilada por 1 hora, o dejarlos toda la
noche.

Enjuagar con agua corriente y después con agua destilada.

Secar los portaobjetos muy bien con papel.

Ponerlos en canastillas listas para sumergir.

Colocar los portaobjetos en acetona grado reactivo por 5 minutos.

Sumergir durante 5 minutos la canastilla en una solucion de Silano al 2 % (98mL de
acetona + 2mL de (3-Aminopropyl)triethoxysilane, SIGMA A364, Refrigeracion).
Hacer dos enjuagues rapidos en agua destilada (en dos recipientes).

Poner a secar los portaobjetos silanizados a una temperatura de 56 °C por 24
horas.

Sacarlos de la estufa y colocarlos en sus respectivas cajas y guardarlos y sefialar
gue son silanizados.

(3-Aminopropyl)triethoxysilane: permite que el tejido se fije al portaobjeto y que

durante la técnica no se despegue.

Instrucciones de manejo de histoquinet

Procedimiento:

Oprimir la tecla 1| para subir y bajar el porta-cestas.



Verificar la posicion del porta-cestas, se esta en el ultimo vaso de parafina oprimir
la techa «— para cambiar de lugar el portacestar al paso 1 que contiene agua
destilada.

Colocar la canastilla con las capsulas que contienen los tejidos a procesar.

Volver a oprimir la tecla 1| para bajar el portacestar.

Oprimir la tecla START para comenzar el proceso, elegir primero el programa que
se quiere llevar a cabo.

Luego oprimir la tecla TIMER para programar el tiempo del FIN DEL PROGRAMA,
con las teclas UP y DOWN incrementar o decrementar el valor visualizado y con la
tecla ENTER valida la opcién o ajustes establecidos.

Al finalizar la programacion del tiempo de FIN DE PROGRAMA oprimir la tecla
START.

El objetivo del uso del HISTOQUINET es deshidratacion, aclaracion e infiltracion de

los tejidos.
Vaso no.1 Reactivo Tiempo de inmersion (h)
1 Agua destilada 1
2 Alcohol 70% 1
3 Alcohol 80% 1
4 Alcohol 96% 1
5 Alcohol 96% il
6 Alcohol 100% 1
7 Alcohol 100% 1
8 Alcohol 100%-Xilol | 1
(proporcion 50:50)
9 Xilol 1
10 Xilol 1
11 parafina 1
12 Parafina 1




Cuando termina el programa suena la alarma para sacar los tejidos ya
procesados. Oprimir la tecla STOP y luego 1| para subir el protacestar y sacar la
canastilla con los tejidos para proceder a incluirlos en bloques de parafina en la

estacion de inclusion.

Inclusién de tejidos en blogues de parafina.

Procedimiento:

Encender la estacion de inclusion en la parte posterior, luego oprimir el boton de
Manual Mode (ON/OFF) verificar que la placa fria (COOL) y caliente (HEAT) este
encendido el foco en verde.

Verificar que el contenedor de parafina no esté vacio si es asi agregar hojuelas

de parafina.

Esperar a que la temperatura de la parafina alcance una temperatura de 63°C
para poder usarla.

Tomar el tejido de la placa caliente con una pinza y colocarlo en una base metélica
dandole el sentido y angulo que desee cortar, luego colocar 2 escuadras metalicas
acomodando el tamafio del bloque de acuerdo al tejido.

Colocar una base de casette plastico sobre las escuadras y se rellena con
parafina caliente.

Pasar a la placa fria para que se solidifique y esperar a que se enfrie.

Microtomia

Procedimiento:

El bloque se coloca en el micrétomo, aparto con el que se puede controlar el
angulo y grosor del corte.

Primero se tiene que rebanar el exceso de parafina y los primeros cortes, hasta
gue se descubra el tejido en el bloque.

Una vez que el tejido es visible, se procede a a hacer cortes, comunmente a 5

um.



Los cortes salen como pequefias rebanadas, pegadas en sus bordes lo que
constituye una pelicula de parafina. Hasta 5 a 8 cortes consecutivos son
adecuados, es importante que los cortes no se doblen sobre si 0 se arruguen.

La pelicula es transferida a un bafio maria a 42° en donde se deja en la superficie
para que se expanda.

Luego con ayuda con un portaobjetos recubierto con 3-aminopropyel triethoxysilane
al 2%, se pesca una rebanada o mas, se elimina el exceso de agua de la laminilla y
se coloca en una superficie caliente para que se evapore el aguay el tejido se peque
al portaobjetos por accion de calor.

Posteriormente los portaobjetos se transfieren a una estufa a 60 °C para
desparafinarse por lo menos 1 hora. El objetivo de la desparafinaciéon es para que
el tejido quede bien fijado al portaobjetos y se quite el exceso de parafina para su

deshidratacion y tincion.

Tincidn hematoxilina y eosina

Procedimiento:

Los tejidos deben estar fijados con p-formaldehido al 4%.

Los cortes de parafina deben ser de 5 micras.

Se comienza por el desparafinado con xilol 2 lavados de 10 min cada uno.

Se continda con el proceso de deshidratacion en alcohol absoluto 2 lavados de

10 minutos, después en alcohol 96 ° durante 10 minutos, luego en alcohol 80° 10
minutos y se termina en agua destilada 10 minutos.

Se procede con la tincién en el primer colorante que la hematoxilina de harriss se
sumergen en las laminillas durante 3 a 10 minutos (depende del tiempo de uso).
Luego se hace un lavado con agua corriente durante 15 minutos
aproximadamente seguido de 2 lavados en agua destilada durante 10 minutos
cada uno.

Se sumergen las laminillas en el segundo colorante que es la Eosina durante 30

segundos a 1 minuto y luego deshidratacion.



Sumergir en alcohol 80° durante 10 minutos, después alcohol 96° 1 minutos, luego
2 veces alcohol absoluto 10 minutos y se finaliza con xilol 2 veces 10 minutos.
Poner el medio de montaje y el cubreobjetos.

Dejar secar.

Listo para observar.

RESULTADOS. Nucleos: azules. Citoplasma,; rosa.

Inmunofluorescencia

Preparacion de cortes histoldgicos: Realizar cortes histologicos de 5 uym de grosor
sobre laminillas recubiertas con 3-aminopropyel triethoxisilane al 2%.
Desparafinizacion: Las laminillas con los cortes histolégicos se incuban a 56°C
durante 7 horas y posteriormente proceder de la manera siguiente:

Procedimiento:

Desparafinizar e hidratar los cortes:

Xilol (2 veces/7 minutos).

Alcohol 100% (2 veces/7 minutos).

Alcohol 96% (2 veces/7 minutos).

Alcohol 70%(1 vez/5 minutos).

Aguas destilada (1 vez/10 minutos).

NOTA: Para cortes criopreservados, sacar las laminillar del congelador a -80°C y
atemperarlas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Pre enfriar acetona
durante 30 minutos a -20°C y enseguida cubrir el tejido durante 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente lavar los tejidos con PBS 1x (4 veces/5
minutos).

Desenmascarar epitopos:

Manejo de la olla express: colocar dentro de la olla 1.5 L de buffer de

citrato de sodio 1X y conectar la olla y presionar set (marcando los minutos

poner unos 8 minutos, esto es para darle un precalentamiento sin que

llegue a hervir con tapadera abierta) e introducir las laminillas a la olla (en

un porta laminillas de metal), procurando que queden completamente



cubiertas por el buffer.

Encender la olla y dejar que la presion de la olla suba hasta que salga el vapor por
la valvula y se deja 2 minutos.

Después se apaga y se dejan las laminillas reposar dentro de buffer 15

minutos.

A continuacion, se pasan las laminillas a una caja Coplin que contiene PBS

1X.

Permeabilizar membranas:

Colocar laminillas en una solucion de PBS + Triton X-100 0.2% durante 30 minutos
a temperatura ambiente

Lavar las laminillas con PBS 1X (1 vez/5min)

Delimitar el tejido de interés con el PAP pen (Z377821-1EA: Sigma)

Bloquear uniones inespecificas:

Incubar las laminillas con Suero Bovino al 5%+ glicina 0.3M en PBS + Tritén X-100
0.2% durante 1 hora en camara humeda a temperatura ambiente.

Incubar con el primer anticuerpo primario:

Diluir el anticuerpo primario en PBS + Triton X-100 0.2% + suero bovino, colocar 50
ul del anticuerpo primario diluido al tejido e incubar durante toda la noche en camara
hameda a 4°C.

Lavar las laminillas con PBS + Triton X-100 0.2% (3 veces75 min).

Incubar con el primer anticuerpo secundario:

Diluir el anticuerpo en PBS+ suero bovino.

Colocar 50 pl del anticuerpo primario diluido al tejido e incubar durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente, en obscuridad.

Lavar con PBS 1X (3 veces/ 5min).

Incubar con el segundo anticuerpo primario.

Diluir los anticuerpos primarios en PBS + suero bovino.

Colocar 50 pl del anticuerpo primario diluido al tejido e incubar durante toda la noche
en camara humeda a 4°C.

Lavar las laminillas con PBS (3 veces/5min).

Incubacion con el segundo anticuerpo secundario:



Diluir el anticuerpo en PBS + suero bovino.

Colocar 50 pl del anticuerpo secundario diluido al tejido e incubar durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente en obscuridad.

Lavar con PBS 1X (3veces/5min)

Tenir nucleos:

Colocar al tejido 50 pl de Hoechst 1X e incubar en obscuridad durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Lavar con PBS 1X (3 veces/5 min). Afiadir sudan negro 0.5% (en alcohol al 70%)
10 min.

Lavar con PBS 1X (3 veces/5min).

Montar la preparacion histoldgica:

Cubrir el tejido con 50 pl de Glicergel (CO563;Dako) procurando no dejar burbujas.
Las laminillas se dejan secar durante 24 horas a 4°C.

Almacenar las laminillas en obscuridad a 4°C.

Revisar los cortes con microscopia de fluorescencia.
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