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Resumen

La amibiasis es una infeccién entérica causada por el protozoo pardsito Entamoeba
histolytica (E. histolytica). Esta enfermedad afecta a 50 millones de personas en el
mundo, causando 100,000 muertes por afio. La principal caracteristica de este parasito
es el gran poder citotoxico que le permite invadir y destruir los tejidos humanos. Con el
fin de estudiar y profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos a través de los
cuales E. histolytica produce dafio durante su proceso de invasién, en este trabajo
analizamos el papel que juegan las especies reactivas de oxigeno (ROS), los factores
de transcripcién y las citocinas de la respuesta inmune innata en el proceso de invasion
en interacciones de 5, 10 y 20 h en un modelo de amibiasis intestinal en hamster.
Nuestros resultados muestran que durante la infeccién, los trofozoitos de E. histolytica
son capaces de estimular en las células del huésped, un aumento en los niveles
intracelulares de ROS durante el desarrollo de la infeccidn; pudimos observar que gran
parte de las células de la mucosa intestinal fueron las que respondieron
constantemente al estrés celular. Por otro lado se observé que E. histolytica induce una
respuesta en el huésped, que incluye la expresién de citocinas proinflamatorias como
la interleucina 8 (IL-8) y dependiendo de la localizacion del parasito en el tejido, fueron
distintas las lineas celulares en liberar esta citocina, encontramos que en interacciones
tempranas, las células epiteliales de la mucosa intestinal son las responsables de la
liberacion de IL-8, en lapsos tardios, las células epiteliales dejan de expresar esta
citocina y su produccion la llevan a cabo las células del infiltrado inflamatorio. Asi
mismo pudimos observar que durante la invasiéon el parasito no es capaz de estimular
la activacion del NF-kB. Por otro lado se analizé el tipo de muerte celular inducida en la
amibiasis intestinal mediante Western blot, y se observé la presencia de caspasa 3
positiva (10 y 20 h post-infeccidn) en células intestinales, estos datos nos sugieren que

E. histolytica induce muerte celular por apoptosis dependiente de caspasa.
En conclusion estos resultados demuestran que E. histolytica induce formacion de

especies reactivas de oxigeno Yy citocinas pro-inflamatorias en células intestinales de

h&mster, provocando muerte por apoptosis dependiente de caspasa.

Resumen|y



Summary

Amebiasis is an infection caused by enteric protozoan parasite Entamoeba histolytica
(E. histolytica). This disease affects 50 million people worldwide, causing 100,000
deaths per year. The main characteristic of this parasite it's great cytotoxic power by
which invades and destroy human tissues. The aim of this research was to study and
deepen knowledge about the mechanisms by means E. histolytica causes damage
during the invasion process. In this paper we analyze the role of reactive oxygen
species, transcription factors and innate immune response cytokines during the
invasion process, at interactions of 5, 10 and 20 hours in a hamster model of intestinal
amoebiasis. Our results show that during infection, the trophozoites of E. histolytica are
able to stimulate the host cells inducing an increase in intracellular levels of ROS during
the course of infection. We observed that much of the intestinal mucosal cells were
constantly responding to cellular stress. On the other hand, it was observed that E.
histolytica induces a response in the host, including the expression of proinflammatory
cytokines such as interleukin 8 (IL-8) although the cell types that release this cytokine
depend on the location of the parasite in the tissue. We found that at early interactions,
epithelial cells of the intestinal mucosa are responsible for the release of IL-8. In late
periods, the epithelial cells fail to express this cytokine, and its production was carried
by inflammatory cells. Also, the parasite is not able to activate NF-xB to establish the
inflammatory process. On the other hand we analyze the type of cell death induced
during intestinal amoebiasis by Western blot, and observed the presence of intestinal
cells caspase 3 positive (10 and 20 h post-infection). These data suggest that E.

histolytica induces cell death by caspase-dependent apoptosis.
In conclusion these results show that E. histolytica induces formation of reactive oxygen

species and pro-inflammatory cytokines in hamster intestinal cells, causing death by

caspase-dependent apoptosis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Amibiasis intestinal.

La amibiasis es una infeccién entérica causada por el protozoo pardsito Entamoeba
histolytica (E. histolytica). Esta enfermedad afecta a 50 millones de personas en el
mundo, causando 100,000 muertes por afio. La magnitud del problema en México es
tal que la amibiasis es la principal causa de muerte por parasitosis, se estima que un
20 a 25% de la poblacién podria estar infectada (Caballero y cols., 1994). E. histolytica
se presenta en el humano bajo dos estadios: uno que le permite llevar a cabo su
diseminaciéon (quiste), asi como el que causa la enfermedad en el hospedero
(trofozoito). El quiste es de forma redondeada o ligeramente ovalada, mide de 10 - 16
um de diametro, esta cubierto por un polimero de n-acetilglucosamina conocido como
quitina. Su citoplasma es incoloro y presenta de 1 - 4 nuacleos. El trofozoito es
anaerobio facultativo de 10 - 40 uym de didmetro, muy activo y pleomorfico, su
citoplasma carece de algunos organelos que se encuentran en la mayoria de los
eucariontes como son: mitocondrias, sistema de lisosomas primarios y secundarios,

reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Martinez-Palomo, 1987).

El ciclo de vida de E. histolytica comienza con la ingesta de un quiste infeccioso, el cual
es reblandecido por los jugos gastricos y pancreéticos, permitiendo su exquistacion en
el intestino grueso en donde puede desarrollar una infecciéon invasora o no. Al
romperse el quiste, el trofozoito termina su proceso de divisiébn y da lugar a 4
trofozoitos metaquisticos, los cuales pueden introducirse en el tejido intestinal y
provocar una serie de alteraciones anatomicas de acuerdo con su localizacion, que
pueden ir desde una colitis ulcerativa a una apendicitis amebiana, pasando por el
megacolon téxico y el ameboma (Gémez y cols., 2007). Durante este proceso el moco,
la primera capa que protege al epitelio del colon contra virus, bacterias y parasitos
(Belley y cols., 1999), se ve severamente alterado ya que este pardsito puede

degradar, unirse o internalizarse en la mucina (Connaris y Greenwell, 1997) dando
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como resultado una depresiéon mucopénica; Incluso tienen la capacidad de inducir la
secrecion de un moco de composicion diferente a la ya existente en la mucosa por las
células caliciformes del epitelio intestinal (Chadee y cols., 1991). Conforme se lleva a
cabo esto se puede apreciar la formacién de Ulceras localizadas en el colon
predominantemente en el ciego, el sigmoide y el recto. Estas Ulceras presentan dos
patrones definidos, nodular e irregular. Las Ulceras nodulares son redondeadas, de
un didmetro entre 1 y 5 mm, con &reas de mucosa ligeramente elevadas y areas
necroticas, deprimidas o hemorragicas rodeadas por un borde de tejido edematoso. A
menudo estas areas estan llenas de un material mucoso y amarillento denominadas
como Ulceras en boton de camisa. Las Ulceras irregulares tienen de 1 a 5 cm de
longitud, se encuentran habitualmente en el ciego y en el colon ascendente, sus
margenes suelen ser elevados, edematosos y la ulcera se llena de fibrina (Gomez y
cols., 2007). E. histolytica aparte de causar dafio en la mucosa intestinal, tiene la
capacidad de invadir otros 6rganos, dependiendo de la susceptibilidad del paciente y
de los factores de patogenicidad del parasito (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo,
1991). Por otro lado si no se introduce en el tejido, el trofozoito inicia su proceso de
enquistacion con la formacién de un prequiste mononuclear el cual sera eliminado a

través de las heces fecales.

Figura 1. Trofozoitos de E. histolytica in vitro: cultivos de trofozoitos axénicos identificados

mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (microscopio axio vision release 4.6.3
spl). Localizacion de (a) antigenos de E. histolytica (verde) (b) adhesina tipo lectina de 140 kDa
(rojo) (c) adhesina tipo lectina de 220 kDa (rojo). En azul se detectan los nucleos marcados con

Hoechst.
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1.2 Factores de patogenicidad.

E. histolytica presenta un conjunto de factores que le permiten llevar a cabo el proceso
de invasion y destruccion en el tejido intestinal. Estos le confieren al parasito la
capacidad de adhesion, degradacion y disrupcién de los componentes presentes en el
tejido del hospedero. Dentro de estos factores se encuentran las adhesinas tipo lectina,
el amebaporo, cistein-proteasas, colagenasas, hialuronidasas, nheuraminidasas,

toxinas, lipofosfoglucanos y lipo-proteofosfoglucanos.

A. Lectinas: las adhesinas tipo lectina tienen diferentes pesos moleculares: 260 kDa,
220 kDa, 170 kDa, 140 kDa y 112 kDa que le permiten adherirse a la mucosa del
epitelio 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 de membrana de los eritrocitos, células inmunes y de matriz
extracelular (Meza y cols., 1994). La lectina de 260 kDa conocida como Gal-GalNac
(galactosa-N-acetil-D-galactosamina) actta principalmente como adhesina y activa a la
caspasa 3 humana que lleva a las células blanco a la apoptosis (Huston y cols., 2003).
La lectina de 220 kDa, (Fig. 1) tiene afinidad principalmente por células inmunes, se
caracteriza por su actividad inmunomoduladora disminuyendo citocinas Thl vy
aumentando citocinas Th2 (Bekker-Méndez y cols., 2006).

Las lectinas de 112 kDa y de 140 kDa se han descrito como lectinas tipo integrinas que
participan en la migracién e invasién ya que tiene afinidad por azlUcares de matriz

extracelular (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 1991).

B. Amebaporos: son proteinas ubicadas dentro de vesiculas citoplasméticas, formadas

por 4 hélices alfa, con 3 isoformas denominadas A, B y C. La isoforma C es la mas
activa, produciendo estructuras tipo canal que permiten el paso de iones, agua Yy
moléculas pequefias provocando cambios osmaticos a nivel de membrana celular de

las células del huésped. (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000; Petri, 2002).

Introduccion/ 12



C. Cistein-proteasas: enzimas con capacidad para digerir constituyentes de la matriz

extracelular, tales como la fibronectina, laminina, colageno tipo |y IV (Gomez y cols.,
2007). Existen al menos 50 cistein-proteasas, sin embargo, s6lo EnCP2, EhCP1 y
EhCPS5 son responsables de aproximadamente el 90% de la actividad proteasa de este
parasito, donde la de mayor importancia es la EhCP5 (Casados-Vazquez y cols.,
2010). En general estas enzimas, 1) rompen la capa de mucina en su dominio
carboxiterminal, 2) degradan directamente la IgA y realizan disrupcion de IgG, 3)
confieren resistencia a la lisis mediada por el complemento, interrumpiendo la
amplificacién de la respuesta inmune a través de la degradacion de las anafilotoxinas
C3a, C5a (Que y Reed, 2000).

D. Colagenasas, hialorunidasas y neuraminidasas: enzimas encargadas de digerir

matriz extracelular en procesos invasivos.

E. Lipofosfoglucanos vy lipopeptidofosfoglucanos: son un complejo 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 y cols., 2007).

1.3 Estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) es el término que se aplica colectivamente a
las moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente
convertidos a radicales. En la dltima década se han acumulado evidencias que
permiten afirmar que los radicales libres y el conjunto de especies reactivas juegan un
papel central en el equilibrio homeostatico celular (Finkel y Holbrook, 2000). Sin
embargo, cuando el aumento del contenido intracelular de ROS sobrepasa las
defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se
induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas, y acidos nucleicos
(Gamaley y Kluybin, 1999).
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Las ROS también estan implicadas en una amplia gama de enfermedades del tracto
gastrointestinal, ya que desempefian una funcion fisiolégica importante y puede
también ser causantes de grandes dafios a nivel celular o tisular. En la mitocondria se
estima que del 2 - 4% del oxigeno consumido durante el transporte de electrones no se
reduce a agua por la citocromo c oxidasa, sino que se forma el anibn semiquinona el
cual puede transferir uno o dos electrones al oxigeno molecular con la subsecuente
formacion del anién superéxido (O,), que a su vez, puede generar otras ROS. Las
ROS en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas que causan
anormalidades, citotoxicidad y dafio mutagénico (Finkel y Holbrook, 2000). El O, es
convertido a peroxido de hidrogeno (H,O,) espontaneamente o por via enzimatica, el
peroxido de hidrogeno formado, a su vez puede formar el radical hidroxilo (OH') el cual
es sumamente reactivo. Otras fuentes de O, y de H,O, son las enzimas oxidativas,
como la xantin oxidasa, las NADPH oxidasa, la acil-CoA oxidasa y el citocromo P-450,
ademas de pequefias moléculas auto-oxidables como las catecolaminas y las quinonas
El O, puede atravesar las membranas solo a través de canales anidnicos (Lynch y
Fridovich, 1978), actia como un electréfilo y nucledfilo, y potencialmente forma mas
especies reactivas a través de reacciones secundarias (Halliwell y Gutteridge, 1984).

En el sistema inmunol6gico de los organismos, en especial las células fagociticas, se
generan una importante cantidad de H,O,, mediante la NADPH oxidasa. Aunque las
células no fagociticas también generan H,O, mediante NADPH oxidasa, ésta es
estructural y genéticamente diferente, y su tasa de generacion es apenas el 1% del
generado por las células fagociticas. En general las ROS produce dafios al ADN, a las
membranas celulares y causan modificaciones en los aminoacidos (Avello y Suwalsky,
2006). Probablemente, de las ROS generadas en los procesos fisioldgicos, la mas
importante en cuanto a su grado de reactividad con los sistemas biol6gicos es el OH'.
El OH' participa en la abstraccion de hidrégenos de moléculas organicas (fosfolipidos,
nucleotidos y deoxirribosa), adicion, y transferencia de electrones, es sumamente
téxico como resultado de su alta reactividad y baja selectividad en lo que se refiere al
substrato. Su eliminacion debe de llevarse de forma répida y eficaz para evitar el dafio

directo a moléculas como el ADN, proteinas y lipidos (Vargas y cols., 2007).
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E. histolytica presenta una clara defensa contra las ROS provenientes de las células
inmunes (Revisado en Mortimer y Chadee, 2010) ya que recluta un antioxidante tiol-
especifico por la lectina Gal-Gal-NAc para su propia defensa (Hughes y Petri, 2003).
Ademas el trofozoito resiste la accion téxica del neutréfilo gracias a una ferro-
superoxido dismutasa. El peréxido producido se elimina a través de una proteina rica
en cisteina, de 29 kDa, que suple a la catalasa que no contienen los neutroéfilos

(Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000; Petri, 2002).

Asimismo, las ROS recientemente se han considerado como importantes mensajeros
intracelulares en las vias de sefializacion para la induccion de la apoptosis (Banki y
cols., 1999; Forman y Torres, 2002), activando directamente a las protein-cinasas
activadas por mitogenos (MAPK) en el sistema de muerte celular (Zhang y cols., 2003).
Este efecto se observé con la interaccion in vitro de trofozoitos y neutréfilos en donde
se indujo apoptosis en neutréfilos a través de la interaccion con la B2 integrina
activando la via fosfatidilinositol-3-cinasa (Sim y cols., 2007). También se ha visto que
dicha apoptosis es mediada por la NADPH oxidasa inductora de ROS con la
consecuente activacion de la via de cinasas del receptor extracelular (ERK)1/2 (Sim y
cols., 2005).

1.4 Proceso inflamatorio durante el desarrollo de la amibiasis intestinal.

La infeccion por E. histolytica en el colon se produce de forma gradual. Se inicia con la
colonizacién de la capa de mucina, que es seguida por la estimulaciébn de una
respuesta inflamatoria importante para la eliminaciéon en algunos casos del parasito. La
inmunidad innata juega un papel muy importante en la defensa del huésped contra el
parasito, ya que representa el primer sistema defensivo del organismo y es de especial
importancia para la proteccidon contra los agentes infecciosos. Los mecanismos que
conforman la inmunidad innata estdn constituidos por las llamadas barreras naturales
como la piel y mucosas, ademas de por multiples moléculas y células con actividad

defensiva.
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Las barreras naturales, ademas de actuar aislando al individuo del exterior, también
cuentan con funcion bactericida y promotora de la inflamacién. Dentro de las moléculas
gque integran los componentes solubles de la inmunidad innata se encuentran ciertas

citocinas, quimiocinas y factores del complemento.

Las citocinas son moléculas solubles inmunomoduladoras clasificadas en dos tipos: 1)

pro-inflamatorias como interleucina (IL) IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-

a) e interferon gamma (INF-y), poseen una accion relevante como elementos de la
inflamacién, contribuyendo al inicio de la respuesta inmune adaptativa y 2) anti-
inflamatorias como IL-10 y el factor transformador del crecimiento beta (TGF-), que
modulan la respuesta inflamatoria (Abbas, 2002). En el caso particular de la infeccion
por E. histolytica, citocinas como la IL-6 y la IL-4 (Th1/2) y citocinas reguladoras, como
las IL-10 y el TGF-PB, estan asociados en el desarrollo de la amibiasis (Garcia-Zepeda y
cols., 2007).

Las quimiocinas son polipéptidos de 8 a 12 kDa, consideradas como potentes
guimioatrayentes de leucocitos. Son producidas por varios tipos celulares y estan
involucradas en el proceso inflamatorio actuando sobre neutréfilos, monocitos,
linfocitos y eosindfilos. Existen aproximadamente 50 quimiocinas diferentes, divididas
en cuatro subfamilias: (CC, CXC, C y CX3C), de las cuales la CC, CXC son de las
subfamilias principales. Las quimiocinas CXC (poseen dos residuos de cisteina
separadas por un aminoacido cualquiera) y quimiocinas CC (poseen dos residuos de
cisteina adyacentes) (Regueiro y cols., 2002). Entre las principales quimiocinas de la
inmunidad innata se encuentra la IL-8 (CXCL8), que intervienen atrayendo nuevas
células al foco inflamatorio en caso de una agresion por patégenos. Se ha descrito que
E. histolytica a través de la secrecion de componentes proteicos, puede aumentar
notablemente los niveles de la IL-8 con la finalidad de atraer y activar neutréfilos (PMN)
en los sitios de lesién, células importantes para el desarrollo de este proceso (Yu 'y
Chadee, 1998).

El complemento es uno de los principales mecanismos efectores de la inmunidad

humoral, esta constituido por proteinas séricas y de la superficie celular que
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interaccionan entre si y con otras moléculas del sistema inmunitario. Los factores del
complemento potencian la inflamacion, la fagocitosis y actian produciendo la lisis de
células y microorganismos. Su activacion puede ser a través de tres vias: 1) clasica, 2)
alternativa y 3) de las lectinas (Abbas y cols., 2002). Durante el desarrollo de la
infeccién por E. histolytica se ha observado que a través de las cistein-proteasas
puede haber una degradacién de C3a y C5 permitiendo con esto la evasion de la
respuesta inmune (Reed y cols., 1995). Por otra parte, se ha descrito la presencia de
una molécula semejante al CD59 (Ventura-Juarez y cols., 2009) la cual inhibe el

ensamblaje del complejo de ataque a la membrana, impidiendo la lisis del parasito.

Los principales componentes de la inmunidad innata son los neutrdfilos,
monocitos/macrofagos y células epiteliales, células que contribuyen a los procesos
inflamatorios durante la amibiasis intestinal. El papel principal de los neutréfilos en la
respuesta inflamatoria aguda es encontrar y destruir patégenos invasores por medio de
la fagocitosis o la liberacion de ROS, como el O, y el OH y/o enzimas proteoliticas
(Sim y cols., 2007). Cuando se desarrolla el proceso de invasion y dafio en el tejido, los
neutréfilos son las primeras células en responder ante la invasion amibiana, los cuales

se adhieren a los trofozoitos y pueden, algunas veces, estar polarizados en un extremo
del parésito, sugiriéndose que se unen a receptores de superficie de la amiba. Sin
embargo, aunque estas células responden rapidamente a las primeras etapas de la
invasion (Jarillo-Luna y cols., 2002), se ha observado que no son importantes para la
eliminacion de E. histolytica (Revisado en Guo y cols., 2007). Se conoce que el dafio
tisular que se puede estar llevando a cabo en el proceso de invasion en gran parte es
ocasionado por la liberacibn de componentes citotoxicos de estas y otras células
inmunes alejadas al sitio de infeccidon en gran medida por la liberacién de ROS, asi
como de 6xido nitrico (ON). Se ha propuesto que altas concentraciones de ON puedan

dafar mas a las células del huésped que a los trofozoitos.

Otro tipo de células que desempefian papeles cruciales en la inmunidad innata y
adaptativa, debido a su caracter para la eliminacién de los microorganismos son los
macréfagos que responden a los microorganismos con casi la misma rapidez que los

neutrofilos, pero persisten mucho mas tiempo en los sitios de inflamacién. Por
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consiguiente, los macréfagos son las células efectoras dominantes de las fases tardias
de la respuesta inmunitaria innata, uno o dos dias después de la infeccion, tienen una
vida media mas prolongada que los neutrdfilos y, a diferencia de éstos, no estan
terminalmente diferenciados y pueden dividirse en el sitio de inflamacion. Dentro de los
receptores principales de estas células se encuentran las proteinas del complemento,
receptores de reconocimiento de patrones (RRP), receptores de la regién constante de
diferentes anticuerpos como son las clases IgG e IgA y receptores de citocinas y
quimiocinas (Abbas y cols., 2002). Los macréfagos, tienen gran actividad amebicida
cuando son activados in vitro por INF-y, TNF-a, lipopolisacaridos y factor estimulante
de colonias 1 (FEC-1). La infeccién por E. histolytica se asocia con alteracion en la
funcién de los macréfagos (Campbell y Chadee, 1997) ya que la amiba causa lisis
directa de los macréfagos y otras células. Se ha observado que macrofagos activados
con linfocinas destruyen un 55 % de amibas (3 h), pero al mismo tiempo un 40 % de
los macrofagos son destruidos. La muerte de los macrofagos parece mas bien deberse
al efecto deletéreo de los lisados amebianos que al efecto dependiente de contacto de
las amibas. El mecanismo efector de los macréfagos depende del contacto directo
célula-patégeno, de la formacién de H,O, y de mecanismos no oxidativos (Salata y
Radvin, 1985).

Las células epiteliales juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria durante
la invasiébn por E. histolytica, estas células son capaces de reconocer patrones
moleculares encontrados en la superficie del parasito, gracias a la presencia de
receptores tipo Toll (TLR). Estos receptores en el humano constan de una familia de 13
receptores (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10,
TLR11, TLR12) (McGuinness y cols., 2003; Takeuchi y Akira, 2010), en el genoma
murino podemos encontrar 12 receptores (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12, TLR13) dentro de los cuales los mas importantes
para el reconocimiento de E. histolytica, son los TLR 2 y 4 (Maldonado-Bernal y cols.,
2005), los cuales una vez activados conducen a la translocacion de diversos factores
de transcripcion que codifican para diferentes quimiocinas y citocinas, tales como: IL-1

(B/a), IL-6, IL-8, TNF-a, factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos
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(CSF-GM), proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (Revisado en Mortimer, vy
Chadee, 2010) CXCL8, CCL2, CCL3y CCL5 (Dey y Chadee, 2008).

1.5 Factor nuclear xB.

El factor nuclear kB (NF-xB) es un factor de transcripcion pleiotropico que regula
diversas funciones celulares que van desde la respuesta inflamatoria a la proliferacion
y muerte celular. Las proteinas NF-xB de mamiferos constan de cinco miembros
diferentes de una familia (RelA (p65), RelB, cREL p50 y p52) relacionadas entre si, las
cuales se unen como homodimeros o heterodimeros a segmentos kB del ADN de 10
pares de bases. En el citoplasma el NF-xB (p50/p65) se encuentra como un dimero
inactivo unido a las proteinas inhibidoras kB. Al recibir determinados estimulos como
factores de crecimiento, citocinas inflamatorias, TNF, ROS y productos virales, se
produce la activacion de cinasas del IkB (IKK) que fosforilan la regién consenso del
extremo N-terminal de IkB. Esto da como resultado la liberaciéon del NF-xB, de su
inhibidor, su translocacién al ndcleo y su union a los elementos de respuesta a NF-«B,
seguido de una activacién transcripcional de genes asociados (Morgan y Liu, 2011). La
via NF-kB se activa en su mayoria por la estimulacibn de los receptores
proinflamatorios, como la superfamilia TNF, la familia de los TLRs, receptores para
citocinas, y también se ha observado su activacion por agentes genotéxicos. La
actividad de los IkBs se controla a través de la fosforilacion de IkB cinasas (IKKS)
(Bonizzi y Karin, 2004; Beinke y Ley, 2004; Hayden y Ghosh, 2008; Vallabhapurapu y
Karin, 2009). Se ha observado que en ausencia de NF-xB, el TNF es capaz de activar
la cascada de proteasas especificas de la apoptosis (caspasas) y de activar la proteina
Bid, que es un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2, y cuya funcién es la de
traslocarse a la mitocondria y liberar el citocromo c y otros factores proapoptéticos de

la mitocondria.
No es sorprendente que las ROS puedan modular la respuesta del NF-xB y que los

genes regulados por el NF-xB pueden atenuar la cantidad de ROS para promover la

supervivencia. Una de las principales vias de sefializacion que se intersecta con el NF-
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kB en lo que respecta a ROS y la muerte celular, es la interferencia que se produce
entre NF-xB y la cinasa N-terminal de Jun (JNK). Esta interferencia de NF-xB a JNK se
sabe que puede prevenir la activacion continua de JNK y prevenir asi a la célula de la

muerte por apoptosis y necrosis (Reuther-Madrid, 2002; Morgan y cols., 2008).

ESTIMULO

l ROS — Fosforilacién alternativa de 1B (1)
e Activacion de IKK ()
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Figura 2. Participacién de la ROS en las vias de sefializacion del NF-kB. La participacion de
las ROS en la via del NF-kB puede llevarse a cabo mediante procesos de activacion o de
inhibicion. Las ROS cuando llevan a cabo la activacion lo hacen a través de la fosforilacion del
complejo IkBa (el cual es rapidamente degradado en el proteosoma dejando libre la porcién
p50/RelA). Cuando se lleva a cabo la inhibicion las ROS pueden influir en la union de las
proteinas del NF-kB al nicleo, mediante la oxidacién del dominio de unién de la subunidad p50
(Modificado de Morgan y Liu., 2011).
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Una de las maneras mas importantes en que la actividad del NF-xB influye en los
niveles de ROS es a través de una mayor expresion de proteinas antioxidantes como
la superéxido dismutasa de manganeso (MnSOD, o SOD2) (Das y cols, 1995; Jones y
Ping, 1997), la superdxido dismutasa cobre-zinc (Cu, Zn-SOD, o SOD1) (Rojo y cols.,
2004), entre otras. Dado que el NF-kB es importante en la inflamacién, algunas
enzimas que promueven la produccion de ROS también estan reguladas por este
factor especialmente en las células del sistema inmune. Durante el proceso
inflamatorio, la expresiéon de la NADPH oxidasa (subunidad NOX2) fagocitica es
inducida por el NF-xB (Chen y cols., 2008). Las ROS a menudo estimulan la via del
NF-xB en el citoplasma, pero inhiben la actividad de NF-xB en el nicleo (Fig. 2) (Kabe
y cols., 2005). Las ROS, se ha reportado tanto que activan como que reprimen la
sefalizacion del NF-kB, donde los objetivos de las ROS en las via del NF-xB es que

reaccionan con cisteinas (Paulsen y Carroll., 2010).

La mayoria de las investigaciones sobre el NF-xB en las enfermedades infecciosas
tales como la enfermedad causada por Entamoeba histolytica se ha centrado en los
heterodimeros p50 y p65 los cuales una vez translocados al nicleo inducen la
expresion de citocinas inflamatorias como IL-13, TNF-a, IL-12p40 y quimiocinas como
IL-8 (Noguchi y cols., 2005; Ushio-Fukai, 2009).

1.6 Muerte celular por apoptosis

Como ya se ha comentado las ROS pueden conllevar a un proceso apoptotico
dependiendo de las concentraciones intracelulares presentes en la célula. La apoptosis
es un mecanismo comun de reemplazo celular, remodelacién de tejidos, y de
eliminacion de células dafiadas (Chandra y cols., 2000; Haddad, 2004). Es
fisiolbgicamente ventajosa debido a que las células apoptéticas se eliminan por
fagocitosis y la consiguiente degradacion intracelular, lo que impide la induccién de una
respuesta inflamatoria y el dafio al tejido circundante (Shacter y cols., 2000). Se trata
de un proceso complejo, caracterizado por la contraccion celular, fragmentacion del
ADN, y la consecuente formacion de cuerpos apoptéticos (Shacter y cols., 2000; Mates

y Sanchez-Jiménez, 2000; Chandra y cols., 2000), los cuales presentan una asimetria
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de los fosfolipidos de membrana dando lugar a una externalizacion de la fosfatidilserina
(Mates y Sanchez-Jiménez, 2000), misma que induce la fagocitosis de los cuerpos
apoptéticos. La apoptosis puede ser iniciada por una variedad de estimulos que incluye
agentes oxidantes, radiaciones ionizantes, factores de crecimiento, glucocorticoides, y
citocinas (Mates y Sanchez-Jiménez 2000; Haddad, 2004), los cuales pueden activar
enzimas citosélicas denominadas caspasas. La activacion de estas puede inducirse
por dos vias distintas, una es mediante sefiales originadas en los receptores de muerte
celular, localizados en la membrana plasmatica (via extrinseca) y la otra asociada a

cambios en la permeabilidad mitocondrial (via intrinseca).

La via extrinseca recibe una sefial a través de un ligando y la consecuente unién a su
receptor de muerte en la superficie de la célula. Una vez unido el ligando con el
receptor de muerte se produce una serie de acontecimientos llevando a cabo una
trimerizacién del receptor seguido por la unién de la molécula adaptadora con el
dominio citoplasmatico del receptor, conduciendo a la activacion de las caspasas de
iniciacion (Kaufmann y Earnshaw, 2000).

Las caspasas son un grupo de proteinas pertenecientes al grupo de las cistein-
proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de
otras proteinas. Existen como zimdgenos solubles en el citoplasma, en el espacio
intermembranal mitocondrial y la matriz nuclear de practicamente todas las células
(Chandra y Samali, 2000). Constan de 12 miembros y 6 de ellos (caspasas 3, 6, 7, 8, 9
y 10) estan involucrados en la apoptosis. Las caspasas 8 y 9 son las principales
caspasas iniciadoras, adquieren la capacidad de romper, y activar caspasas efectoras.
Las caspasas 3, 6, y 7 son caspasas efectoras, capaces de romper la mayoria de los
polipéptidos. La caspasa 3 activa rompe (Earnshaw y cols., 1999; Kaufmann y
Earnshaw, 2000) una ADN nucleasa la cual se libera de su inhibidor en el citoplasma,
posteriormente, entra en el nudcleo, donde corta ADN en oligonuclesomas (180 pb)
(Sakahira y cols., 1998; Chandra y Samali, 2000).

La via intrinseca de la apoptosis se da mediante un aumento en la permeabilidad

mitocondrial, esto permite la liberacion del citocromo c al citosol el cual se une a una
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proteina apoptoética conocida como Apaf-1 (factor activador de la apoptosis-1)
(Desagher y cols, 1999; Griffiths y cols, 1999). El citocromo c y la proteina Apaf-1
forman un complejo, el cual se une al prodominio de la caspasa 9 (Chandra y cols.,
2000), esta se activa, se libera del complejo y activa a otras caspasas como la caspasa
3y 7 seguido de la caspasa 6 (Stennicke y cols., 1999; Kaufmann y Earnshaw, 2000).

Una tercera via se ha propuesto que puede activar la cascada de las caspasas la cual
es iniciada por las células citotéxicas (Yang y cols., 1998; Chandra y Samali, 2000), a
través de perforinas y de la granzima B. La perforina permeabiliza las membranas
celulares, lo que permite que la granzima B entre al citosol, donde activa la caspasa 3

permitiendo asi la induccién de la apoptosis (Chandra y cols., 2000).

El mecanismo por el cual E. histolytica induce la apoptosis de la célula huésped es a
través de la activacion de la caspasa 3, y de las MAPK. Se ha observado que la
activacion de esta caspasa no es dependiente de ROS, caso contrario observado para
la via de las MAPK. Ademas se ha estudiado que para la apoptosis llevada a cabo por
el parasito, no es esencial la via mitocondrial para la induccién de este proceso (Simy
cols., 2005).

Con base a lo antes expuesto, es posible que durante la patogénesis causada por E.
histolytica puedan estar involucrados factores que le permiten al parasito poder
desarrollar la enfermedad y parece ser que la inmunidad innata resulta en un proceso
inofensivo que no destruye a E. histolytica. Por tal motivo resulta importante estudiar
los mecanismos que estan siendo activados en este proceso de infeccion en un
modelo de amibiasis intestinal que pueda permitir resolver algunos cuestionamientos

importantes observados en esta patogenia.
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2. ANTECEDENTES.

La amebiasis intestinal es causada por el protozoo Entamoeba histolytica
y persiste como una de las principales enfermedades parasitarias que afectan
millones de personas en todo el mundo. En México aproximadamente 1,3 millones de
casos han sido reportados, siendo esto de tal magnitud que se ha considerado la

principal causa de muerte por parasitosis (Caballero y cols., 1994).

Las ROS juegan un papel importante aln no bien conocido sobre el proceso de
invasion del parésito sobre el intestino. Por un lado se ha observado en modelos
experimentales que el paréasito puede inducir incremento de ROS por la presencia de la
Gal-GalNac, la cual estimula un aumento en los niveles de cAMP, lo que conlleva a
una alteracion en el transporte intracelular de iones como el calcio, agravando con esto
la produccion ROS (Rawal y cols., 2004). Por otro lado estudios de neutréfilos con
trofozoitos de E. histolytica in vitro mostraron que el aumento y generacion de ROS en
estas células, es a través de la NADPH oxidasa (Sim y cols., 2005). Ademés se ha
observado que E. histolytica presenta una clara defensa contra las ROS provenientes
de las células inmunes (Revisado en Mortime y Chadee, 2010) ya que recluta un
antioxidante tiol-especifico por la lectina Gal-Gal-NAc para su propia defensa.

El andlisis de la respuesta inflamatoria durante la amibiasis intestinal, tanto en las
enfermedades humanas y modelos animales han revelado un rol importante en la
regulacién de quimiocinas y citocinas proinflamatorias. Estudios in vitro utilizando
células epiteliales de colon humano (Eckman y cols., 1995), demostraron que los
trofozoitos de E. histolytica inducen la producién de citocinas inflamatorias como la IL-1
e IL-8. Por otro lado en un modelo in vivo de ratones con inmunodeficiencia severa
combinada con transplante de intestino humano (SCID-HU-INT) se comprobd este
efecto al ver aumentado los niveles de RNAmM que codifican para estas citocinas
(Seydel y cols., 1997). La importancia de la deteccion de la IL-8 en estos modelos ha
sido la correlacion de esta citocina con el incremento en la migracion de neutréfilos al

sitio de lesién (Belloso y cols., 2004).
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Por otro lado se ha observado que durante la inflamaciébn pueden estimularse
mediadores pro-inflamatorios como el NF-xB, en donde la mayoria de los estudios se
han enfocado en el heterodimero p50-p65. En estudios con células epiteliales (Caco-2,
T84 y LS174T) tratadas con antigenos amibianos, se observé la modificacion
postraduccional de p65 (Kammanadiminti y cols., 2007). En el caso de p50, los ratones
de la cepa C57BL/6 y 129 infectados con el parasito, presentaron sobreexpresada esta
subunidad, posiblemente este efecto sea de caracter protectivo durante la infeccién
(Cho y cols., 2010). La cistein-proteasa 5 (CP5) puede estimular al NF-xB en células
Caco-2 mediante la unién de la integrina ayBs (Hou y cols., 2009), mientras que
antigenos amibianos pueden suprimir la activacion del NF-kB en células epiteliales a
través de proteinas de choque térmico (Kammanadiminti y Chadee, 2006).

El mecanismo celular de dafio ha sido otro de los objetivos de numerosos estudios en
esta patologia. Estudios in vitro han demostrado que los trofozoitos inducen apoptosis
en contacto con neutrdfilos, linfocitos T, macrofagos (Petri y Haque, 2002), hepatocitos
(Seydel y cols., 1998) y células epiteliales, ademas este efecto no requiere el ligando
Fas / Fas, la sefializacion del receptor de muerte (TNF), ni la activacion de caspasa 8 o
9 (células Jurkat T), pero si involucra la participacién de la caspasa 3 (Huston y cols.,
2003). En células Jurkat T se observé que los trofozoitos activan rapidamente la
caspasa 3 produciendo un efecto apoptético, y que la adicion de inhibidores (Ac-DEVD-
CHO) de esta caspasa bloquean este proceso (Huston y cols., 2000). Estos datos
muestran la importancia de este proceso durante la infeccion, ya que ratones C57BL/6
deficientes de caspasa 3 presentaron resistencia a la amibiasis (Becker y cols., 2010).
También se ha visto que dicha apoptosis es mediada por la NADPH oxidasa inductora
de ROS con la consecuente activacion de la via de cinasas de receptor extracelular
(ERK)1/2 (Sim y cols., 2005). Incluso en condiciones in vitro se ha visto como los
trofozoitos inducen apoptosis en neutréfilos a través de la de la interaccion con la 32

integrina activando la via fosfatidilinositol-3-cinasa (Sim y cols., 2007).

En definitiva se puede decir que en el intestino E. histolytica evade la respuesta inmune
innata, permitiendo asi su migracién hacia sitios extraintestinales, donde no se
presenta una regeneracion celular como en el intestino ocasionando la muerte del

individuo.
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3. JUSTIFICACION

Entamoeba histolytica ocasiona la enfermedad conocida como amibiasis y se
considera una de las principales causas de muerte por enfermedades parasitarias en
todo el mundo. La infeccidn por este parésito es muy grave en aquellas poblaciones
susceptibles, en donde se ha reportado que puede causar a nivel mundial cerca de
100,000 muertes por afio. El éxito de su infeccion es debido a la presencia de una gran
cantidad de factores de patogenicidad, entre los que destacan adhesinas tipo lectinas,
proteinas cinasas, factor inhibidor de locomocién de leucocitos, permitiendo de tal
manera que E. histolytica active la respuesta inmune innata del huésped la cual no es
capaz de eliminar al parasito pero si capaz de contribuir a la patogénesis causando
dafno celular en las paredes del colon, permitiendo que el parasito penetre el ciego y
posteriormente migre a otros drganos tales como el higado y cerebro. Hasta el
momento se desconoce cuales mecanismos celulares y moleculares son los

responsables de causar dafo tisular y permitir la migracién de E. histolytica.
En este contexto se pretende analizar en un modelo de amibiasis intestinal en hamster

el papel que juegan las especies reactivas de oxigeno, los factores de transcripcion y

las citocinas en el proceso de invasion del parasito.
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4. HIPOTESIS.

El dafio celular inducido durante la amibiasis intestinal es modulado por el estrés

oxidativo, citocinas proinflamatorias y factores de transcripcion.
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5. OBJETIVO GENERAL.
Analizar si el estrés oxidativo, los procesos pro-inflamatorios y los factores de
transcripcion forman parte de los mecanismos de dafio inducidos por E. histolytica en
el intestino de hamster.

5.1 OBJETIVO ESPECIFICOS:

e Establecer el modelo de amibiasis intestinal en hamster.

e Cuantificar al i6n superdoxido generado durante el desarrollo de las Ulceras

amibianas.
e Localizar células que expresen IL-8 y factor nuclear kB en lesiones amibianas.

e Analizar el tipo de muerte celular inducida durante la amibiasis intestinal.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Modelo de amibiasis intestinal

6.1.1 Cultivo axénico de trofozoitos de E. histolytica
Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1: IMSS (Fase V virulenta) se cultivaron en

medio axénico de acuerdo con el procedimiento de Diamond (Diamond, 1980)

6.1.2 Virulencia de trofozeitos de E. histolytica

Para inducir la virulencia de los trofozoitos mantenidos en medio axénico fue necesario
inocularlos previamente en higado de hamster, es decir cada animal fue inoculado con
300,000 trofozoitos suspendidos en 100 yl de medio de cultivo en el parénquima del
I6bulo derecho del 6rgano en condiciones de asepsia. Los animales se sacrificaron 3
dias post-inoculacion, en donde se procedi6 con la extraccion del higado y
posteriormente la diseccion de los abscesos formados, los cuales fueron colocados en
medio de cultivo Diamond con la finalidad de que los trofozoitos migraran al exterior del
tejido y en seguida se adhirieran a las paredes del tubo de vidrio para poder lograr su

reproduccion y mantenimiento fuera del érgano.

6.1.3 Animales de experimentacion

Se usaron 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 trozos de purina y agua ad libitum. Los animales fueron tratados de acuerdo con las
reglas de la Comision de bioética de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes,
acorde con la guia NHI para la investigacion con animales (Guia para el cuidado y uso
de animales del laboratorio). Los animales de experimentacion fueron divididos en 3
grupos: Animal intacto (CTR n=18), Asa cecal sin amibiasis (Sham n=18) y Asa cecal

con amibiasis (Al n=18).
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6.1.4 Técnica del asa cecal lavada y cerrada

Este procedimiento de lavado se propone para reducir la exposicion de los trofozoitos
al ambiente hostil del contenido intestinal y maximizar las posibilidades de interaccion
entre las amibas y la superficie mucosa. De tal forma que se propone suprimir el

transito intestinal y eliminar el contenido fecal (Anaya-Velazquez y cols., 1985).

Los animales recibieron via oral antibiético (0.1 gr de sulfato de neomicina y 1 gr de
sulfadimetilpirimidina por litro de agua) durante 5 dias previos a la realizacion del
modelo de amibiasis intestinal. Enseguida fueron sometidos a un ayuno de 24 h y
posteriormente fueron anestesiados con pentobarbital con la finalidad de exteriorizar el
ciego. Por laparotomia fue exteriorizado identificando la vavula ileo-cecal la cual fue
cerrada. Posteriormente la region proximal del ciego fue seccionada y se introdujo una
canula de plastico dentro de la apertura final asegurandola en el lugar con hilo para
sutura. A continuacion, se introdujo una aguja de 18G en el lumen intestinal cerca de la
valvula ileo-cecal asegurandola con una seccion de hilo y a través de la aguja se lavo
el contenido cecal con solucién salina fisiolégica estéril (0.9%) hasta que las heces

fueron removidas y se procedid a inocular los trofozoitos.

6.1.5 Induccion de la amibiasis intestinal

En la porcion del ciego lavado y cerrado, se inocularon las amibas vivas (2 — 5 X
10°100 pl) a través de la aguja localizada en el sitio distal del ciego. Finalmente la
aguja y canula fueron removidas y la pared abdominal fue cerrada en 2 capas,

cuidando de no dafiar la superficie mucosa o el flujo sanguineo del ciego.

Los animales se dejaron interactuando con las amibas en lapsos de 5, 10 y 20 h. En el
caso de los animales Sham (asa cecal sin amibiasis) se utilizé como in6culo 100 pul de
medio de cultivo Daimond estéril y los animales controles no recibieron ninguna
manipulacion. Posteriormente los animales con amibiasis intestinal, Sham y controles
fueron anestesiados con pentobarbital y enseguida mediante laparotomia se extrajo la

porcién del ciego.
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6.2 Procesamiento de muestras bioldgicas.

6.2.1 Preparacion del tejido
Una vez que el ciego fue extraido se lavd con solucion salina al 0.9% y se dividié en 3

porciones, las cuales fueron utilizadas para diferentes metodologias.

6.2.2 Procesamiento de tejidos en parafina.

Los tejidos fueron fijjados con paraformaldehido al 4% durante 24 — 48 h. A
continuacion las muestras se deshidrataron e incluyeron en parafina y se realizaron
cortes de 5 um de espesor con un micrétomo de rotacion (Leica RM 2125RT). Los
cortes obtenidos se incubaron a 56°C durante 7 horas.

6.2.3 Procesamiento de tejidos para Western-blot.
Los tejidos extraidos fueron pesados (balanza labtronic scientific) y congelados a -
20°C, para la obtencion y cuantificacion de proteinas.

6.2.4 Procesamiento de tejidos en congelacion

Los tejidos obtenidos mediante perfusion con paraformaldehido al 4% fueron colocados
en una solucién de sacarosa al 15% durante 24 horas. A continuacion las muestras
fueron recubiertas con Tissue-Tek, y sumergidas en nitrégeno liquido durante 30
segundos. Los tejidos congelados se mantuvieron a -80°C. Posteriormente se

realizaron cortes en congelacion de 10 um de espesor (Criostato Hirax C25).

6.3 Determinacion del anién superoéxido

El ion superédxido actia como un electréfilo y nucledfilo, potencialmente forma mas
especies reactivas de oxigeno a través de reacciones secundarias (Halliwell y
Gutteridge, 1984). Su medicion puede ser a través del empleo de la hidroetidina, usada
por primera vez por Gallop y cols, en 1984. La hidroetidina es capaz de atravesar
libremente las membranas celulares y en presencia de O, se oxida transformandose
en etidio, el cual queda atrapado en el interior de la célula y produce fluorescencia
(excitacion, 500-530 nm; de emision, 590-620 nm).
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Justo 2 horas antes de que se cumpliera el tiempo de post-inoculacion (5, 10 y 20 hrs)
con E. histolityca a los grupos experimentales (Control, Sham y Al) se les aplicd 8 ug
de hidroetidina por Kg de peso del animal via vena yugular (Gottlieb y cols., 2006). Los
animales se perfundieron con paraformaldehido al 4% para fijar in situ el intestino,

como se describe en la secciéon 6.2.4.

6.4. Localizacion de antigenos

Nos permite saber la localizacion del antigeno de manera in situ.

6.4.1 Técnica de Inmunohistoquimica:

Es una técnica empleada para detectar la presencia de un antigeno en cortes
histologicos utilizando anticuerpos unidos a un epitopo concreto de la proteina de
estudio de manera indirecta, dirigiendo contra ellos anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano rojo (HRP) que al reaccionar con
diaminobenzidina en presencia de H,O, el sustrato precipita sobre la unién del
antigeno-anticuerpo. Es una técnica de uso sistematico en la anatomia patologica

diagndstica (Abbas y cols., 2002).

Los cortes de intestino se desparafinizaron en xilol 100% (2 veces/5minutos), y se
rehidrataron en alcoholes graduales del 100%, 96% 70%, y finalmente en agua
corriente. Se realiz6 el desenmascaramiento de epitopos a presion de vapor durante 1
minuto en solucion de citratos (pH= 6.0). La actividad de la peroxidasa endégena se
inhibié durante 30 minutos con una solucién de H,O, al 10% (5 ml de H,O,y 50 ml de
metanol al 100%). A continuacidon las muestras se lavaron con PBS (3 veces/5
minutos) y se procedid a la permeabilizacién de la membrana con PBS-Triton X-100 al
0.2% (30 minutos). Para el bloqueo de uniones inespecificas las secciones de tejido se
incubaron durante 1 h con una solucién de suero fetal bovino al 20%. Posteriormente
se incubaron los tejidos con el primer anticuerpo diluido en PBS-Triton X-100 0.2% -
BSA 3% durante 24 h en camara humeda a 4°C. El primer anticuerpo es descrito en la
tabla 2. Después de la incubacion las secciones de tejido se lavaron con PBS (3
veces/5 minutos), se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 h en cadmara

himeda a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario es descrito en la tabal 1.
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Una vez finalizada la incubacion se lavé con PBS (3 veces/5 minutos) y se revel6 con
3,3-Diaminobenzidine (DAB) durante 5 min. El tejido se lavdé nuevamente con PBS (3
veces/5 minutos), se contrastd con hematoxilina durante 1 minuto, se lavo con PBS (3

veces/5 minutos) y se deshidrataron los tejidos en etanol al 100% (10 minutos) y xilol al

100% (2 veces/15 minutos). Los tejidos se cubrieron con Entellan y se dejaron secar.

Anticuerpo Epitope Dilucion No catalogo Casa
Primario comercial
IL-8 polipéptido 1:200 Ab7747 ABCAM
Anticuerpo Epitope Dilucion No catalogo Casa
secundario comercial
Envision Dual Rabbit/Mouse - K4061 Dako
link system IgG
HRP
Tabla 1. Anticuerpos usados para la localizacion de antigenos mediante

Inmunohistoquimica.

6.4.2 Técnica de Inmunofluorescencia indirecta

Esta técnica utiliza anticuerpos para identificar células y/o tejidos segun su capacidad
para expresar determinadas moléculas o antigenos. Esta técnica consiste en visualizar
anticuerpos unidos a un epitope concreto de la proteina en estudio dirigiendo contra
ellos anticuerpos secundarios marcados con una molécula fluorescente (Isotiocianato
de fluoresceina o Tetrametil rodamina) ligada covalentemente permitiendo asi su

deteccion (Regueiro y cols., 2002).

Los cortes de intestino se desparafinizaron en xilol al 100% (2 veces/5 minutos), y se
rehidrataron en alcoholes graduales del 100%, 96% 70%, y finalmente en agua
corriente. Se realiz6 el desenmascaramiento de epitopos a presion de vapor durante 1
minuto en buffer de citratos. La actividad de la peroxidasa endégena se inhibié durante
30 minutos con una solucién de H,0; al 10% (5 ml de H,O, y 50 ml de metanol al

100%). A continuacién las muestras se lavaron con PBS (3 veces/5 minutos) y se
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procedié a la permeabilizacion de la membrana con PBS-Triton X-100 0.2% (30
minutos). Para el bloqueo de uniones inespecificas las secciones de tejido se
incubaron durante 1 h con una solucién de suero fetal bovino al 20%. Una vez
realizado esto se incubaron los tejidos con el primer anticuerpo diluido en PBS-Triton
X-100 0.2% - BSA 3% durante 24 h en camara hiumeda a 4°C. El anticuerpo primario
es descrito en la tabla 3. Después de la incubacion las secciones de tejido se lavaron
con PBS (3 veces/5 minutos). Se incubaron con el anticuerpo secundario unido al
cromoégeno diluido en suero fetal bovino al 5% durante 1 h a temperatura ambiente. El
anticuerpo secundario es descrito en la tabla 2. Una vez finalizada la incubacién se
lavé con PSB (3 veces/5 minutos). Se procedié a disminuir la autofluorescencia con
sudan negro B al 0.1% en etanol al 70% durante 10 minutos. Posteriormente se lavo
con PBS (3 veces/5 minutos). La tincion de nucleos se realizé con Hoechst (5ug/ml)
(33258 invitrogen) en PBS 10 minutos. Se lavé con PBS (3 veces/5 minutos).
Finalmente los tejidos se montaron con glicergel y se espero a que secara.

Anticuerpo Epitope Dilucién No catalogo Casa
Primario comercial
Caspasa 3 Asp 175 1:200 9664 Cell Signaling
P-NF-kB p65 S-536 1:200 3033L Cell Signaling

Anticuerpo Epitope Dilucion No catalogo Casa

secundario comercial

Rabbit IgG

Az ey ; 1:5000 A11008 Invitrogen
488

Mouse IgG

A'e’; z'uor - 1:5000 A11005 Invitrogen

Tabla 2. Anticuerpos mediante

inmunofluorescencia

usados para la localizacion de antigenos
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6.5 Obtencidn y cuantificacién de proteinas

6.5.1 Extraccién de proteinas

Las secciones de tejidos congelados a -20°C se colocaron en un macerador de tejidos
de vidrio (Kontes de 15 ml), mas una solucién de lisis (Tris HCI 10 mM pH de 7.4, NaCl
50 mM, lodoacetoamida 3 mM, Tosil-L-lisina clorametil cetona (TLCK) 3 mM, fenil-
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 1mM y Triton al 0.1%). La proporcién de tejido con
respecto al buffer de lisis fue de 1gr/ ml. Se procedio a lisar las secciones de tejido con
100 golpes manteniéndolas en hielo. EI material adquiri6 una consistencia altamente
densa por lo que fue necesario centrifugar a 15 000 g durante 10 minutos a 4°C,
obteniendo dos fases, una en el fondo que corresponde al pellet con el material de
tejido no digerido y el sobrenadante donde quedan las moléculas citosodlicas. El
sobrenadante se recupero y se conservo a -20°C para su posterior cuantificacién

(Lépez-Monteon y cols., 2003).

6.5.2 Cuantificaciéon de proteina por el método de Bradford

Este método cuantifica la union de un colorante a una proteina desconocida y la
compara contra diferentes cantidades de una proteina estandar. Las proteinas se unen
a las particulas de colorante, para formar un complejo proteina-colorante con un
coeficiente de extincibn mayor que el colorante libre (Regueiro, 2002). Se procedi6 a
realizar una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10
pug/ml) para cuantificar la concentracion de proteinas problema (1 ul; de pellet y citosol)
utilizando 1 ml de la solucién de Bradford (100 mg de azul brillante de Coomasie G-250
en 50 ml de etanol al 95% y 100 ml de acido fosférico al 85% en 1 litro de agua
destilada). Las muestras fueron leidas a una absorbancia de 595 nm con un
espectrofotdmetro Beckman (Du 530) (Bradford, 1976).

6.5.3 Separacién y caracterizacion inmunoldgica de proteinas

La separacion y caracterizacion de proteinas son técnicas que nos permiten purificar
una proteina encontrada en una mezcla, antes de estudiar su estructura y su
mecanismo de accion. Para ello se pueden aplicar muchas técnicas que permitan

conocer el tipo de proteina encontrada (Regueiro y cols., 2002).
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6.5.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecil Sulfato S6dico (SDS-
PAGE)
Es una técnica de separacién de biomoléculas cargadas electricamente las cuales

migran en un campo eléctrico aplicado; esta técnica consiste en utilizar un gel de
poliacrilamida (PAGE) en presencia de un detergente anidnico, duodecil sulfato de
sodio (SDS). En donde la acrilamida se polimeriza y se entrecruza para formar una
matriz porosa. EI SDS se une a proteinas desnaturalizadas en proporcion de una
molécula de SDS por cada dos enlaces peptidicos (Regueiro y cols., 2002). La
concentracion de gel (Acrilamida/Bisacrilamida al 30%, Tris HCI 1.5 M pH de 8.8, SDS
al 10%, persulfato de amonio (APS) al 10%.,y N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
(TEMED) 0.05%) a utilizar depende del peso molecular del antigeno a identificar, en
este caso los antigenos que se identificaron pesaron 17 y 65 kDa, por lo cual se trabajo
con geles al 15 % (17 kDa) y 10% (65 kDa). Durante la solidificacion del gel se adiciono
2-butanol anhidro para alinear los bordes de este mismo. Una vez solidificado el gel de
corrida se preparo el gel concentrador a wuna concentracion del 4%
(Acrilamida/Bisacrilamida al 30%, Tris HCI 0.5 M pH de 6.8, SDS al 10%, APS al 10% y
TEMED 0.05%). Antes de que solidifique el gel concentrador se colocan los peines
para la formacidon de los carriles en donde iran las muestras problema. Una vez
solidificado el gel se procedié a montar los geles en la camara de electroforesis la cual
contiene una solucién de corrida (Tris-base 250 mM, Glicina 2 M, SDS 10% y agua
tridestilada). Se dispuso a colocar en los carriles las muestras problema las cuales se
encuentran diluidas 1:1 con solucién de muestra (041M6092, sigma) y hervidas a 96°C
durante 5 minutos. La concentracién de proteina utilizada fue de 40 pg / 20 pl. Las
proteinas fueron corridas a 60 voltios hasta que estas sobrepasaron el gel
concentrador (30 minutos), posteriormente se aumenté el voltaje a 120 voltios y se dejé

correr durante 130 minutos aproximadamente.

6.5.5 Electrotransferencia

Esta técnica se basa en transferir las proteinas que se encuentran en un gel a un
soporte solido (papel de nitrocelulosa, nylon) para que su manejo sea mas facil. (Abbas
y cols., 2002). Una vez corridas las muestras en la electroforesis los geles obtenidos se

lavaron durante 1 hora en una solucion de transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192
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mM, metanol al 20%) para retirar las sales que se pudieron haber formado en el
proceso. La membrana utilizada en este caso fue de nitrocelulosa 0.2 pm (162-0112-
Bio-Rad) la cual junto con los filtros y las fibras se remojaron en solucion de
transferencia durante 1 hora. Finalizado este tiempo se prepard el sistema de
transferencia el cual contenia una solucion de transferencia, un bloque de hielo, un
magneto para su agitacion y los electrodos colocados en los sitios correspondientes.

Se corrié a 12 miliamperios durante 24 horas a 4°C.

Concluido el tiempo de la transferencia se sacaron las membranas ya transferidas, se
lavaron con una solucién de TBS-T (Tris-base 200 mM, NaCl 1.4 M, y Tween-20 0.1%),
y con la finalidad de verificar la transferencia, las membranas se incubaron con rojo
ponceau al 0.1% (18376 Sigma, acido acético 0.5%) durante 5 minutos. Una vez que
aparecieron las bandas las membranas se lavaron con TBS-T y se procedié a realizar
la inmunodeteccion. Por otro lado los geles fueron tefiidos con azul coomasie al 0.5%
(1 gr azul coomasie (R B7920 sigma), acido acético 100 ml, 400 ml de metanol),

durante 1 hora para verificar si se llevé a cabo correctamente la transferencia.

6.5.6 Inmunodeteccion de proteinas

La identificacion de las proteinas a estudiar se realiz6 por la incubacién de la
membrana de soporte con anticuerpos especificos marcados con enzimas como la
peroxidasa de rabano rojo (HRP) y la fosfatasa alcalina (AP) (Regueiro y cols., 2002).
Para el bloqueo de uniones inespecificas las membranas se incubaron durante 1 hora
con leche al 5% diluida en TBS-T y en agitacién. Una vez concluido el blogueo se
aplico el primer anticuerpo diluido en BSA al 5% y TBS-T, se incub6 durante 24 horas a

4°C y en agitacion. Los anticuerpos primarios utilizados se describen en la tabla 3.

Una vez terminada la incubacion se retird el anticuerpo y las membranas se lavaron
con TBS-T (3 veces/10 minutos), el anticuerpo primario se recuperd y se conservo con
azida de sodio al 0.1%. Posteriormente se aplicé el anticuerpo secundario diluido en
leche al 5% en TBS-T, durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion. Pasado
este tiempo las membranas se lavaron con TBS-T (3 veces/10 minutos). Las

membranas se revelaron con 3,3 -Diaminobenzidina (sigma D4418) (para la caspasa 3
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activa) o con 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato / nitro azul de tetrazolium (BCIP / NBT
sigma B565) (para el NF-xB). Los anticuerpos secundarios utilizados se describen en la
tabla 1.

Anticuerpo Epitope Dilucion No catalogo | Casacomercial
primario
Caspasa 3- Asp 175 1:1000 9664 Cell Signaling
activa
P-NF-kB p65 S-536 1:1000 3033L Cell Signaling
Actina IgG 1:1000 A2066 Sigma
Anticuerpo Epitope Dilucién No catalogo | Casacomercial
secundario
Goat-Rabbit HRP 19G 1:5000 AP307p Millipore
Goat-Rabbit AP IgG 1:4000 Ab6722 Abcam

Tabla 3. Anticuerpos usados para lainmunodeteccion de proteinas

6.5.7 Analisis y cuantificacién de proteinas
El analisis de las bandas se llevé a cabo mediante un analizador de imagenes Kodak
digital science 1D obteniendo la media de la intensidad de las bandas problema y el

control. Los resultados fueron normalizados con respecto a la actina.
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7. Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa Prisma version 3.0, utilizando la
prueba t-student para analizar la diferencia de los promedios, y la significancia
estadistica de la varianza con la prueba de ANOVA. Cada valor representa la media +
S.E.M de 3 experimentos. Se considera la diferencia significativa con un valor de
p<0.05.
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8. RESULTADOS.

8.1 Localizacion de trofozoitos de E. histolytica en intestino de hamster.

La infeccibn por E. histolytica se caracteriza por presentar una potente actividad
citotdxica la cual es probable que contribuya de forma importante al extenso dafio
tisular observado. El parasito es capaz de matar e ingerir células huésped en pocos
minutos mediante un contacto-dependiente entre la célula y el parasito (Revisado en
Ralston y Petri, 2011). Asimismo la combinacién de componentes citotoxicos como las
proteasas y las reacciones inmunitarias del propio organismo pueden aumentar la
destruccién del tejido. Con el fin de observar el dafio que genera este parasito en el
tejido intestinal, se analizaron los cambios morfolégicos producidos durante la invasion

a distintos tiempos de interaccion (5, 10 y 20 h post-inoculacién).

Figuar 3. Localizacién de trofozoitos de E. histolytica en el ciego de hdmster.

Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica durante 5, 10 y 20 h,
posteriormente mediante la técnica de inmunohistoquimica se identific6 la presencia de los

trofozoitos en el tejido. Las imagenes tomadas mediante microscopia 6ptica muestran a los

trofozoitos ( = )localizados en (a) la mucosa (b) submucosa y (c) serosa, se puede observar la

presencia de infiltrado inflamatorio( > ).
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El analisis morfolégico e inmunohistoquimico mostrd que durante las primeras horas (5
h) de esta patogenia, los trofozoitos hicieron contacto con las células epiteliales de la
mucosa intestinal provocando pérdida de su arquitectura (Fig 3a). Posteriormente,
estos comienzan a introducirse en la zona de epitelio interglandular hasta la lamina
propia; a las 10 h ya se localizaron en la submucosa, donde el tejido adyacente a los
parasitos muestra desorganizacion (Fig 3b). Finalmente a las 20 h, el parasito se
localizé en la capa mas externa del intestino (serosa) (Fig 3c). Cabe mencionar que
durante los distintos tiempos analizados la presencia del infiltrado inflamatorio fue
variante, obteniendo que a las 5 h, las células inmunes fueron escasas, posteriormente

en lo que respecta a las 10 y 20 h el infiltrado inflamatorio aumento.

8.2 E. histolytica provoca aumento de especies reactivas de oxigeno
durante el proceso de infeccion.

En la dltima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los
radicales libres y el conjunto de especies reactivas juegan un papel central en el
equilibrio homeostéatico celular (Finkel y Holbrook, 2000). Sin embargo, cuando el
aumento del contenido intracelular de ROS sobrepasa las defensas antioxidantes de la
célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas
biolégicas como lipidos, proteinas, y acidos nucleicos (Gamaley y Kluybin, 1999). El
estrés oxidativo se presenta en diversos estados patolégicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades
degenerativas. Las ROS estdn también implicadas en una amplia gama de
enfermedades del tracto gastrointestinal ya que desempefian una funcion fisiolégica

importante y puede también ser causantes de grandes dafios a nivel celular o tisular.
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Figura 4. E. histolytica en etapas tempranas estimula la produccién de ROS en células
epiteliales. Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histoliyca durante 5
horas, justo dos horas antes del tiempo de inoculacién fue aplicada la hidroetidina via vena
yugular para fijar in situ el anién superéxido producido. Posteriormente mediante fluorescencia
(microscopio Axio Visibn Release 4.6.3 SP1) se analiz6 y cuantific6 a las células anion
superéxido positivas. A. Las imagenes tomadas muestran células de la mucosa intestinal
positivas (— ).(a) Control, (b) animal sin amibiasis, (c) animal con amibiasis. B.
Representacion cuantitativa de células anion superdxido positivas, expresadas por mm?. Cada
valor representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Analisis de Anova con respecto al control
y Sham (#), y con respecto al Sham y al grupo con Al (*) (*p<0.05).
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Se llevo a cabo la identificacion de ROS en el modelo de amibiasis intestinal a distintos
tiempos de interaccion (5 h, 10 h 'y 20 h). La medicién se realizé a través del empleo de
la hidroetidina la cual es capaz de atravesar libremente las membranas celulares y en
presencia de O, se oxida transformandose en etidio, el cual queda atrapado en el
interior de la célula. Nuestros resultados muestran que a las 5 h de la infeccion E.
histolytica provoca en las células epiteliales de la mucosa intestinal, un aumento en la
formacion de ROS, las cuales se pueden apreciar como focos rojos en las células del
tejido. La localizacion de ROS fue a nivel citoplasmico. Los resultados muestran que E.
histolytica induce la formacion de ROS durante su proceso de migracion (Fig. 4Ac). La
cuantificacién de células positivas a ROS en el grupo con Al (23.12 £ 1.836) mostré
diferencias significativas con respecto al control (9.562 = 1.454) y al Sham (16.09 +
0.6973), (Fig. 4B). Cabe mencionar que en el Sham los niveles de ROS detectados
fueron significativamente mayores comparados con lo encontrado en el control, este
efecto es debido al proceso proceso inflamatorio que se presenta durante el lavado de

asa cecal. (Fig. 4Aab).

Posteriormente a las 10 h los trofozoitos son encontrados en la submucosa,
estimulando de igual forma a las células intestinales a producir y aumentar ROS.
Encontramos que a este tiempo las células que presentaron positividad para ROS
fueron células de la mucosa intestinal y algunas células de la ldmina propia. Las ROS
identificadas se localizaron en el citoplasma de las células (Fig. 5Ac). La cuantificacion
de células positivas a ROS en el grupo con Al (19.33 + 0.6888) mostrd diferencias
significativas, con respecto al control (9.562 + 1.454) y Sham (13.11 + 2.036) (Fig. 5B).
Podemos observar que a este tiempo la cuantificacion de células positivas a ROS en el
Sham no mostré diferencias significativas comparadas con el control, esto es debido a

gue hay un reestableciemiento en cuanto al efecto quirargico.
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Figura 5. E. histolyticainduce ROS en células epiteliales y de la lamina propia.

Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histoliyca durante 10 horas, justo dos
horas antes de haber concluido el tiempo de inoculacién fue aplicada la hidroetidina via vena
yugular para fijar in situ el anién superéxido. Posteriormente mediante fluorescencia

(microscopio Axio Vision Release 4.6.3 SP1) se analiz6 y cuantific6 a las células anion

superéxido positivas. A. Las imagenes tomadas muestran células de la mucosa intestinal (=)
y de la lamina propia positivas ( > ). (a) Control, (b) animal sin amibiasis (c) animal con
amibiasis. B. Representacién cuantitativa de células anidé superdxido positivas, expresadas por
mm?. Cada valor representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Analisis de Anova con

respecto al control y Sham (*p<0.05).
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Figura 6. Durante la infeccion por E. histolytica, las ROS se mantienen constantes.
Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica durante 20 horas, justo
dos horas antes del tiempo de inoculacién, fue aplicada la hidroetidina via vena yugular para
fijar in situ al anién superéxido. Posteriormente mediante fluorescencia (microscopio Axio Vision

Release 4.6.3 SP1) se analiz6 y cuantificé a las células anion superoxido positivas. A. Las

imagenes tomadas muestran células de la mucosa intestinal positivas (=) y células del
infiltrado infimatorio ( > ). (a) Control, (b) animal sin amibiasis (c) animal con amibiasis. B.
Representacion cuantitativa de células anién superoxido positivas, expresadas por mm?. Cada
valor representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Andlisis de Anova con respecto al control
y Sham (**p<0.01).
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Finalmente a las 20 h encontramos a los trofozoitos en la capa mas externa del
intestino (serosa), donde las células positivas a ROS fueron células de la mucosa
intestinal y células de la ldmina propia (Fig. 6Ac). Las células positivas a ROS
presentaron diferencias significativas en el grupo con Al (18.56 + 0.9821) con respecto
al control (9.562 + 1.454) y Sham (10.14 + 1.512) (Fig. 6B). Es notorio observar que
durante este tiempo, a pesar de que los trofozoitos se encuentran ya en un sitio mas
externo del intestino, las células de la mucosa siguen mostrando células positivas a
ROS. Esto es debido a la capacidad del parasito de liberar componentes amibianos
solubles que pueden estimular células alejadas a él (Ventura y cols., 2002).

De acuerdo con los resultados obtenidos durante los distintos tiempo de interaccion,
hemos observado que E. histolytica va induciendo en las células del huésped la
produccién de ROS que se mantienen constantes durante la amibiasis intestinal. Es
posible que la estimulacién de ROS durante la invasion sea uno de los mecanismos

utilizados por el parasito para dafar a las células del huésped.

8.3 E. histolytica induce la produccion de IL-8 en células epiteliales y de la

respuesta inflamatoria en el intestino de hamster.

Se ha descrito que la amibiasis induce una respuesta por parte del huésped, que
estimula la expresién de factores quimiotacticos y citocinas proinflamatorias. Estudios
in vitro han mostrado que la induccién en la produccién de interleucina 8 (IL-8)
funciona como un potente quimio-atrayente que promueve y activa células de la
respuesta inmune (Eckmann y cols., 1995; Yu y Chadee, 1998), y que esta produccion
del IL8 es observada en células epiteliales del colon (Eckmann y cols., 1995; Seydel y
cols, 1997). Con base a lo antes mencionado en este trabajo se determiné la presencia
de intermediarios solubles como la IL-8, durante el proceso de infeccién analizando
interacciones de 5,10 y 20 h, ademas de identificar las células productoras de esta
citocina. Los datos muestran que a 5 h post-infeccion, las células del tejido intestinal
gue interaccionan con los trofozoitos y componentes citotéxicos de la amiba, son
estimuladas en producir IL-8 y que estas células en esta primera etapa, en su mayoria
son células epiteliales de la mucosa intestinal (Fig. 7Ac). La cuantificacion de células

IL8+ mostrd niveles significativos en el grupo Al (86.36 + 4.374) comparado con el
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grupo control (15.81 + 2.603) y Sham (28.88 £ 5.569) (Fig. 7B). Podemos observar que
en el grupo Sham también presenté una mayor significancia en cuanto al nimero de

células IL-8+ comparadas con el grupo control, debido al efecto del asa cecal

realizada.
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Figura 7. E. histolytica estimula la produccién de IL-8 en células de la mucosa intestinal.

Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica durante 5 horas y
posteriormente mediante la técnica de inmunohistoquimica se analiz6 y cuantificé a las células

IL-8 positivas. A. Las imagenes tomadas mediante microscopia Optica muestran células

epiteliales IL-8 positivas, localizadas en la mucosa del ciego et B (a) Control, (b) animal sin
amibiasis (c) animal con amibiasis. B. Representacion cuantitativa de células IL-8 positivas
expresadas por mmZ. Cada valor representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Andlisis de
Anova con respecto al control y Sham (# # #) (***p<0.001) y con respecto al Sham y al grupo
con Al (***p<0.001)
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Posteriormente se analiz6 que sucedia con E. histolytica después de 10 h post-
inoculacion y mediante microscopia 6ptica pudimos observar en el ciego que E.
histolytica habia migrado a la submucosa y algunos trofozoitos ya se encontraban en la
serosa. Ademas se observo la presencia de un infiltrado inflamatorio (submucosa y
serosa) donde la mayoria de las células presentaban positividad a IL-8, ademas a este
tiempo observamos que las células epiteliales dejaron de presentar positividad para
esta citocina. Estos datos nos indican que conforme avanza el parasito en el intestino
este va estimulando a distintos tipos celulares a la produccion de IL-8, con la finalidad
de incrementar la respuesta inmune en el huésped (Fig 8Ac). La cuantificacion de
células del infiltrado inflamatorio mostré niveles significativos para esta citocina en el
modelo de amibiasis (28.53 + 1.543) comparado con el grupo control (15.81 + 2.603) y
el Sham (20.67 + 1.289 ) (Fig. 8B). En lo que respecta al grupo Sham la cuantificacion
de células positivas a IL-8 no mostrd diferencias significativas compardas con el
control, debido al reestableciemitno del organismo al efecto quirurgico.

Es importante mencionar que este tiempo pudimos observar que el nimero de células
IL-8 positivas fue menor a la observada a 5 h de interaccion. Es posible que esta
disminucién pueda ser debida a otros estimulos que puedan actuar como reguladores

inflamatorios.
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Figura 8. La infeccion por E. histolytica induce la expresion de IL-8 en células de la
respuesta inflamatoria. Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica
durante 10 horas y posteriormente mediante la técnica de inmunuhistoquimica se analizé y

cuantificé a las células IL-8 positivas. A. Las imagenes tomadas mediante microscopia Optica

muestran células IL-8 positivas del infiltrado inflamatorio en la submucosa (= ) y algunas
células epiteliales de la mucosa intestinal( > ). (a) Control, (b) animal sin amibiasis. (c) animal
con amibiasis. B. Representacion cuantitativa de células IL-8 positivas expresadas por mm?.
Cada valor representa la media £ S.E.M de 3 experimentos. Analisis de Anova con respecto al
control y Sham (*p<0.05).
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Finalmente a las 20 h post-inoculacion, la localizacion del parasito fue solamente en la
serosa del tejido, el infiltrado inflamatorio se ve aumentado en comparacion al infiltrado
encontrado a las 10 h. La inmunodeteccion de IL-8 se denoto especificamente en estas
células y las células epiteliales de la mucosa presentan ya una nula positividad a IL-8
(Fig. 9Ac). A este tiempo hemos observado que las células positivas a la IL-8
detectadas en presencia del parasito se incrementan significativamente en el grupo con
Al (103.5 £ 11.76) en comparacion con el control (17.48 + 4.096) y Sham (48.15 +
3.827) (Fig. 9B). Este incremento observado pueda deberse quiz4 a que a este tiempo
los trofozoitos estén interactuando con un mayor numero de células inflamatorias
reclutadas, y ademas se ha observado que el parasito es capaz de estimular células
encontradas en sitios mas alejados, a través de la liberacion de componentes

amibianos solubles (Ventura-Juarez y cols., 2002).

Con estos resultados podemos observar que durante 5, 10 y 20 h de interaccion el
parasito es capaz de estimular en el huésped una respuesta inflamatoria activa, a partir
de la liberacion de IL-8 con la finalidad de reclutar células inflamatorias capaces de
contrarrestar el efecto causado por el parasito, sin embargo, hemos observado que a
pesar de esto los trofozoitos migran a través del tejido sin ser destruidos, por lo que la

respuesta inmune es ineficaz para la resolucion de la infeccion.
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Figura 9. La infeccion por E. histolytica induce la expresion de IL8 en células de la
respuesta inflamatoria en la serosa del intestino. Hamsteres macho fueron inoculados con
trofozoitos de E. histoliyca durante 20 horas y posteriormente mediante la técnica de
inmunuhistoquimica se analizé y cuantific6 a las células IL-8 positivas. A. Las imagenes

tomadas mediante microscopia 6ptica muestran células epiteliales IL-8 positivas, localizadas en

la serosa del ciego(—’ ). (a) Control, (b) animal sin amibiasis (c) animal con amibiasis. B.
Representacidon cuantitativa de células IL-8 positivas expresadas por mm?. Cada valor
representa la media + S.E.M de 3 experimentos. Andlisis de Anova con respecto al control y

Sham (# #) (**p<0.01), y con respecto al Sham y al grupo con Al (**p<0.01).
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8.4. E. histolytica no induce la activacion del factor nuclear xB en el

intestino de hasmter.

El NF-xB es un factor de transcripcion pleiotrépico que regula diversas funciones
celulares que van desde la proliferacibn y muerte celular hasta la respuesta
inflamatoria. Se encarga ademas de dirigir la expresion génica en respuesta a
patdgenos, incluyendo E. histolytica (Seydel y cols., 1998; Maldonado-Bernal y cols.,
2005; Kammanadiminti y Chadee, 2006; Kammanadiminti y cols., 2007). La mayoria de
investigaciones sobre el NF-kB en las enfermedades asociadas a patégenos se ha
centrado en los heterodimeros p50-p65 que por lo general conducen a la expresiéon de
genes pro-inflamatorios en las células inmunes a través de una cascada de activacion

gue van desde el citoplasma al nucleo.

Durante la infeccién por E. histolytica se determiné si el parasito era capaz de estimular
al NF-xB para mediar procesos inflamatorios en el huésped durante 5, 10 y 20 h de
interaccion. Los resultados obtenidos mediante fluorescencia mostraron en los distintos
tiempos de interaccion la localizacion del NF-xB tanto en el citosol, como en el nucleo
de las células del huésped, (Fig. 10). En el grupo Sham y el grupo con Al no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de células positivas a NF-
kB. Sin embargo pudimos observar, que durante los distintos tiempos de interaccion
las células positivas a este factor se localizaron en las distintas capas del intestino. A
las 5 h las células que expresaron positividad fueron células de la mucosa,
posteriormente a las 10 h encontramos positividad en células de la submucosa y
finalmente a las 20 h encontramos células positivas tanto en la mucosa como en la

serosa del intestino.
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Figura 10. NF-kB fosforilado en lesiones amibianas. Hamsteres macho fueron inoculados

con trofozoitos de E. histolytica durante 5,10 y 20 horas. Posteriormente mediante la técnica de
inmunofluorescencia se analizé y localiz6 la subunidad p65 fosforilada {P-p65 (NF-xB) S-536
Cell Signalin}. Las imagenes tomadas mediante microscopia de fluorescencia (microscopio Axio
Vision Release 4.6.3 SP1) muestran la presencia de P-p65 en el citoplasma(—’ ) y en el

nacleo ( > ) de las células. (a) animal con amibaisis 5 h, (b) animal con amibaisis 10 h, (c)
animal con amibaisis 20 h.

Por otro lado, mediante western blot se llevdé a acabo la cuantificacion del nivel de
expresion del NF-xB identifcando para ello la subunidad p65 foforilada (P-p65), la cual
fue analizada en el citosol de las células del tejido. Nuestros resultados mostraron que
durante las 5, 10, 20 h de interaccion los niveles de expresion de P-p65 fueron
detectados solo en niveles basales en los distintos grupos empleados,
estadisticamente los valores encontrados no mostraron diferencias significativas entre
el grupo con Al 5 h (0.7080 + 0.05926), el 10 h (0.3768 + 0.09039) y 20 h (0.4928 +
0.04469) comparados con el control (0.5010 = 0.03553) y Sham (0.3768 + 0.09039).
Sin embargo se puede observar que entre el grupo con Al de 5 (0.7080 + 0.05926) y 10
h (0.2953 = 0.01203) hay una considerable disminucion de la expresion de P-p65 lo
cual podria indicarnos posiblemente que se esté llevando a cabo un efecto modulador

ante el proceso inflamatorio por parte del huesped (Fig. 11).
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Figura 11. E. histolytica no estimula la activacién de p65. Hamsteres macho fueron
inoculados con trofozoitos de E. histoliyca durante 5,10 y 20 horas. Posteriormente mediante
western blot se analiz6 y cuantifico la proteina p65 fosforilada del NF-xB. A. Las bandas
muestran la proteina p65 en los distintos grupos experimentales, encontrandose en los distintos
grupos solo niveles basales. (PM): marcador de peso molecular, (CTR): control, (Al 5 H): animal
con amibiasis 5 h, (Sham): animal sin amibiasis, (Al 10 H): animal con amibiasis 10 h, (Al 20 H):
animales con amibiasis 20 h. B. Se obtuvo la media de la intensidad de las bandas problema y
el control. Los resultados fueron normalizados con respecto a la actina y se obtuvo la media +

S.E.M de 3 experimentos. Analisis de Anova con respecto al control y Sham. (**p<0.01)
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8.5 Localizacion de caspasa 3 activa en ciego de hamster con amibiasis

Durante la infeccion por E. histolytica se han observado una serie de alteraciones
morfoldgicas que conllevan a la destruccion y muerte celular. El mecanismo celular de
dafio ha sido objeto de numerosos estudios en donde la mayor parte de estos
resultados apoyan la idea de que la Entamoeba desencadena directamente la
apoptosis de la célula huésped a partir de la activacion de la caspasa 3. Nosotros
estudiamos el rol de la apoptosis en un modelo de amibiasis intestinal en hamster para

observar el efecto de dicho dafio, analizado a 5, 10 y 20 h.
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Figura 12. E. histolytica activa la caspasa 3 activa en células inflamatorias. Hamsteres
macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica durante 5, 10 y 20 horas,
posteriormente mediante la técnica de inmunofluorescencia se analizé y localiz6 la caspasa 3
activa en las células del tejido. Las imadgenes tomadas mediante microscopia de fluorescencia
(microscopio Axio Vision Release 4.6.3 SP1) muestran células positivas a caspasa 3 (10 y 20
h), localizadas en la submucosa y serosa del intestino. (a ) control, (b) amibiasis intestinal 5 h,
(c) amibiasis intestinal 10 h, (d) amibiasis intestinal 20 h, (e) sin amibiasis 5 h, (f) sin amibiasis

10 h, (g) sin amibiasis 20 h. En azul se muestran los nacleos marcados con Hoechst.
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Los resultados obtenidos mediante fluorescencia muestran en intestinos con amibas
células positivas a caspasa 3 activa localizadas en la submucosa y serosa del tejido
(10 y 20 h) correspondiendo posiblemnte a células del infiltrado inflamatorio. (Fig 12cd).
El ntcleo de las células positivas a caspasa 3 presentd una compactacion tipica de un

proceso apoptatico.
A SRS SN
\3 \a & N >
S &R SRS N
5 6 7 8

1 2 3 4

[hciva | —> —— ———

[Goprsa 71>

*k

o ] CTR
1 SHAM
=3 Al

ﬁﬁ
Q>

0 N r‘,

-
a
[

-
o
1

Caspasa 3 activa/actina
o o
< o

Figura 13. E. histolytica induce la activacién de caspasa 3 en el ciego de hamster.

Hamsteres macho fueron inoculados con trofozoitos de E. histolytica durante 5,10 y 20 horas,
posteriormente mediante western blot se analizé y cuantificé la caspasa 3 en el citosol de las
células intestinales. A. Las bandas muestran la caspasa 3, en los distintos grupos
experimentales con un peso de 17 kDa, encontrdndose mayor expresion a 10 y 20 h de
interaccion. (PM): marcador de peso molecular, (CTR): control, (Al 5 H): animal con amibiasis
5h, (Sham): animal sin amibiasis, (Al 10 H): animal con amibiasis 10 h, (Al 20 H): animales con
amibiasis 20 h. B. Se obtuvo la media de la intensidad de las bandas problema y el control. Los
resultados fueron normalizados con respecto a la actina y se obtuvo la media + S.E.M de 3

experimentos. Analisis de Anova con respecto al control y Sham (**p<0.01).
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Mediante western blot analizamos e identificamos la presencia de caspasa 3 activa con
un peso molecular de 17-kDa. Podemos observar que a las 5 h de interaccion la
caspasa 3 activa se mantuvo en niveles basales (0.6049 + 0.1456) comparados con el
control (0.1108 £ 0.03136) y Sham (0.3586 * 0.05836), en el grupo de 10 h pudimos
observar un cambio en el nivel de expresién, en donde la cuantifcacibn de esta
proteina mostré que en el grupo con Al (1.094 + 0.08839) presentaban una mayor
significancia, la cual no se encontr6 en el control (0.1108 + 0.03136) y el Sham
(0.3283 + 0.2267). Posteriormente a las 20 h pudimos observar nuevamente una mayor
cantidad de caspasa 3 activa que al ser comparada entre los grupos experimentales, el
grupo con Al (0.9006 + 0.06861) fue el que presentdé mayor expresion de esta proteina
con respecto al grupo control (0.1108 + 0.03136) y Sham (0.1761 + 0.03391) (Fig 13).
Cabe mencionar que entre el grupo de Al de 10 y 20 h no se encontraron diferencias

significativas.

Estos datos nos sugieren que durante la infeccion el parasito es capaz de inducir la
apoptosis en las células del huesped mediada por la activacion de caspasa 3.
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9. DISCUSION

Una cuestion central en la comprensién de la patogénesis de la amibiasis intestinal es
si el dafio inducido es el resultado de los mecanismos de patogenicidad del parasito o
por la respuesta inflamatoria que se lleva a cabo en el huésped durante el proceso de
invasion 6 finalmente, una combinacion de ambos (Kim y cols, 2004). Los mecanismos
de dafio por E. histolytica son parcialmente conocidos, se ha avanzado en la
determinacion de que la citotoxicidad del parasito requiere de algunos factores como la
lectina Gal / GalNAc, diversas proteinas de membrana del parésito, entrada de calcio a
las células diana y la activacion de vias apoptoéticas (Revisado en Ralston y Petri,
2011), sin embargo, para comprender mejor el o los mecanismos bésicos de la
patogenia es necesario realizar un estudio mas a fondo para conocer como el parésito
provoca destruccion y muerte celular en el tejido invadido y asi mismo dilucidar que
sucede con la respuesta inmune en esta patologia. En nuestro laboratorio previamente
hemos reportado que en colitis fulminante amibiana (FAC) humana existe una
activacion de la respuesta inmune la cual no es capaz de eliminar al parasito pero si es
capaz de contribuir a la patogénesis causando dafio celular en las paredes del colon,
de tal manera que proponemos el uso de un modelo de amibiasis intestinal en hamster
para estudiar diversos factores durante el proceso de infeccibn como; la generacion
ROS, procesos inflamatorios y la activacién de vias intracelulares de sefalizacién que

pudiesen estar participando en el desarrollo de la infeccion.

Nuestro trabajo de amibiasis intestinal en hamster nos permitié observar que durante
las primeras horas (5 h) de esta patogenia, los trofozoitos hicieron contacto con las
células epiteliales de la mucosa intestinal provocando pérdida de su arquitectura.
Posteriormente, estos comienzan a introducirse en la zona de epitelio interglandular
hasta la lamina propia; a las 10 h ya se localizaron en la submucosa, donde el tejido
adyacente a los parasitos muestran desorganizacion. Finalmente a las 20 h, el parasito
se localiz6 en la capa mas externa del intestino (serosa). A partir de ahi,
probablemente haga su migracion a través de los capilares sanguineos hacia los
organos extra-intestinales. Estos resultados de la destruccion tisular del intestino,

coinciden con lo descrito por el grupo de Ventura-Juarez y colaboradores (2007) en
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casos clinicos de colitis amibiana fulminante. Los mecanismos utilizados por el parasito
para llevar a cabo la migracién a través del tejido involucran factores que van desde la
adhesion a las células del huésped, degradacién de los componentes de la matriz
extracelular (Pacheco-Yépez y cols., 2000) y quizd uno de los factores mas
importantes, la apoptosis celular (Revisado en Ralstone y Petri, 2011) que permita

destruir células a su paso.

Las ROS son moléculas reactivas derivadas del oxigeno producidas por las células
como resultado del metabolismo oxidativo aerobio. Debido a su vida media, las ROS, a
concentraciones intracelulares moderadas, son mediadores clave en las rutas de
sefalizacién celular; sin embargo, concentraciones elevadas pueden provocar
toxicidad y dafo celular (Paravicini y Touyz, 2006). En nuestro estudio la deteccion de
ROS en el tejido intestinal fue en los tiempos de 5, 10 y 20 h de interaccién. La
presencia de ROS fue detectada en células de la mucosa intestinal y células de la
lamina propia. Nuestros resultados muestran que E. histolytica va induciendo en las
células del huésped la produccién de ROS que se mantienen constantes durante la
amibiasis intestinal, la presencia de ROS durante las infecciones ha sido relacionada
con la eliminacion de patégenos (Spooner y Yilmaz, 2011), sin embargo, observamos
gue la migracion de los trofozoitos se va llevando a cabo en el intestino. Es posible que
la estimulacién de ROS durante la invasion sea uno de los mecanismos utilizados por
el parésito para dafar a las células del huésped, ademas se ha descrito que las ROS
una vez presentes pueden interactuar en cascadas de sefializacion relacionadas con la
inflamacién y la respuesta inmune del organismo. Algunos autores sugieren que la
induccién de ROS en las células, es por el incremento en los niveles de cAMP
estimulados por la presencia de la Gal-GalNac amibiana, lo que conlleva a una
alteracion en el transporte intracelular de iones como el calcio (Rawal y cols., 2003) y
por un decremento en la actividad de enzimas antioxidantes. Por otro lado, estudios de
interaccion de E. histolytica con neutroéfilos in vitro mostraron generacion y aumento de
ROS en los neutrdéfilos, y sugirieron que el mecanismo fue a través de la NADPH
oxidasa (Sim y cols., 2005). También se ha descrito que el incremento en la produccién
de ROS puede ser inducido por la presencia de citocinas pro-inflamatorias como TNF a

e IL-1B (Meier y col., 1989; Basuroy y col., 2009). Por lo tanto, la presencia de ROS
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sugiere, que éstas pueden desempefiar un papel fundamental en alteraciones
funcionales y estructurales de la células, como se observad in vitro en células Caco-2 de
colon donde las ROS, conllevaron a mecanismos de muerte por apoptosis (Kim y cols.,
2011). La importancia de estos resultados muestra que quiza este sea uno de los
mecanismos utilizados por el parasito para eliminar o inactivar a las células del
huésped, debido a la implicacion que han tenido las ROS en diversos mecanismos

celulares.

Estudios in vivo e in vitro de amibiasis intestinal han demostrado que durante este
proceso, hay respuesta inflamatoria que comienza con la activaciéon de diferentes
factores de transcripcion que inducen la liberacion de citocinas inflamatorias (IL-1pB, IL-
6, IL-8, and TNF-a). En este sentido Sierra-Puente y colaboradores (2009),
demostraron en casos clinicos de colitis amibiana fulminante (FAC) incremento en los
niveles de IL-8, producido por las células epiteliales de la mucosa intestinal. En nuestro
modelo de amibiasis intestinal el parasito indujo la produccion de IL-8 por células
epiteliales (5 h) y posteriormente por células del infiltrado inflamatorio (10 y 20 h).
Observamos ademas variaciones de esta citocina en cuanto al tiempo, obteniendo que
a las 5 h la produccién de IL-8 fue significativa, posteriormente durante las 10 h se
aprecia una notoria disminucion de IL-8, la cual se ve nuevamente incrementada a las
20 h. Es posible que esta disminucion pueda ser debido a otros estimulos como, la
participacion del TNF y el INF-y los cuales puedan actuar como reguladores
inflamatorios y en el caso particular del INF-y se ha descrito que su presencia puede
inhibir la IL-8. Por otro lado se ha mencionado que la presencia de ROS como el H,0,
puede tener también un efecto en la regulacién de citocinas como la IL-8 (De Oliveira-
Marques y cols., 2007) y el TNF a (Nakao y cols., 2008).

Es posible que E. histolytica al estimular la liberacion de esta citocina, la utilice en
primer lugar para el reclutamiento de neutrofilos a los cuales se les ha asociado con el
dafio observado en las lesiones amibianas (Seydel y cols, 1997), en segundo lugar
para llevar a cabo procesos de motilidad a través del tejido (Blazquez y cols., 2006;
Galvan-Moroyoqui y cols., 2008), que le permitan migrar a sitios extraintestinales y

causar mas dano.
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En estudios realizados por el grupo de Ventura-Juarez (2007) demostraron que en FAC
las Udlceras amibianas detectadas en el intestino dafiado, presentaron una gran
cantidad de neutrofilos relacionados con la IL-8 producida por el epitelio intestinal. Se
ha reportado que los neutrofilos juegan un papel muy importante en la resistencia a la
amibiasis debido a que hay suficientes argumentos que apuntan a la interaccién de
estas células directamente con E. histolytica contribuyendo en buena parte a la
resolucion de la infeccion (Pertuz-Belloso y Flores-Romo, 2004). En nuestro estudio la
IL-8 a pesar de que fue un estimulo constante para el reclutamiento de neutréfilos,
detectados en estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, los trofozoitos
invaden el tejido sin ser eliminados. Es probable que la atraccion de los neutréfilos
durante la patogenia sea un mecanismo utilizado por el parasito para aumentar la
inflamacién y consecuentemente el dafio al tejido (Seydel y cols., 1997; Garcia-Zepeda
y cols, 2007). Con estos resultados podemos observar que durante 5, 10 y 20 h de
interaccion el parasito es capaz de estimular en el huésped una respuesta inflamatoria
activa, a partir de la liberacion de IL-8 con la finalidad de reclutar células inflamatorias
capaces de contrarrestar el efecto causado por el parasito, sin embargo, hemos
observado que a pesar de esto, los trofozoitos migran a través del tejido sin ser
destruidos, por lo que la respuesta inmune es ineficaz para la resoluciéon de la

infeccion.

Consideramos que en este mecanismo de produccién de IL-8 podrian estar
interveniendo, a) la estimulacién de TLR 2 y 4 con la consecuente activacion del NF-
kB, b) por Protein-cinasas, c) a través de la liberacion de moléculas parecidas a las
prostaglandinas E2 (PGE2), las cuales actlan sobre receptores EP4 encontrados en
las células (Day y Chadee., 2008), provocando con esto la induccion y liberacién de la
IL-8 y finalmente, d) por la presencia de ROS (LaPointe e Isanovic, 1999; Pueyo y
cols., 2000) debido a que en estudios con células de monocitos humanos tratados con
antigenos de Mycobacterium tuberculosis, observaron que la presencia de ROS juega

un papel crucial en la expresion de CXCL8 (IL-8) (Lee y cols., 2009).
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El factor nuclear kB (NF-kB), es un factor pleyotrépico que regula diversas funciones
celulares que van desde la respuesta inflamatoria hasta la proliferacion celular, ademas
dirige la expresion génica en respuesta a patdgenos incluyendo E. histolytica
(Kammanadiminti y Chadee, 2006). La estimulacion de cultivos celulares con
trofozoitos amibianos han demostrado que durante la infeccidén por este parasito puede
observarse tanto en eventos de activacion o inhibicién del NF-xB. Hou y colaboradores
(2009) en células Caco-2 (células colonicas humanas), observaron que a través de la
cistein-proteasa 5 (PCP5) se podia inducir la activacion del NF-xB mediante la
ubiquitinacion del modulador NEMO. Por otro lado, el grupo de Kammanadiminti y
colaboradores (2006) utilizando células Caco-2 de colon y T84 mostraron que a través
de la liberacion de proteinas solubles (Sp) por E. histolytica puede haber una supresion
del NF-xB, no obstante estos estudios han sido realizados en condiciones in vitro.
Mediante nuestro modelo a través de la técnica de inmunofluorescencia, se observa la
localizacién del NF-kB (P-p65), tanto en el citosol como a nivel nuclear de las células
intestinales. Pudimos observar que tanto el grupo Sham y el grupo con Al no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de células positivas a NF-
kB. Sin embargo durante los distintos tiempos de interaccién las células positivas a
este factor se localizaron en las distintas capas del intestino. Encontrando células
positivas en la mucosa (5 h y 20 h), submucosa (10 h) y serosa (20 h). Por otro lado la
cuantificacion del nivel de expresion de P-p65 mediante western blot no mostro
diferencias significativas entre los distintos grupos manejados, lo cual nos hace pensar
si efectivamente durante la amibiasis intestinal el parasito es capaz de estimular esta
via para inducir el proceso inflamatorio observado. Correlacionado los resultados
obtenidos con respecto a la IL-8 se esperaria encontrar una mayor expresion del NF-
kB en los grupos con Al en los distintos tiempos analizados ya que se sabe que para
gue se lleve a cabo la produccion de esta citocina es necesaria la activacion de
factores de transcripcion como el NF-kB (Hoffman y cols., 2002), sin embargo algunos
autores también mencionan la participacion de otros factores de transcripcion tales
como AP-1 el cual es sensible a la activacion mediante las rutas de transduccién de
sefiales del receptor a IL-1 y TNF-a (Hoffman y cols., 2002; Khanjani y cols., 2012)

citocinas activas durante la amibiasis (Garcia-Zepeda y cols., 2007). Con base a esto
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podriamos pensar que durante la amibiasis se pueda estar llevando a cabo la
activacion de otros factores de transcripcion independientes al NF-xB, lo cual podria
sustentar la sintesis de IL-8 a los tiempos de 5, 10 y 20 h donde encontramos esta
citocina activa, condicion no encontrada en el Sham. Por otro lado, también se ha
descrito que las ROS pueden participar en la modulacién de este factor, lo cual nos
sugiere que al detectar la presencia de ROS en este modelo pudiesen estar jugando un

efecto modulador sobre esta via (Morgan y Liu, 2011).

La potente actividad citotoxica presentada por este pardsito estd descrito que
contribuye al extenso dafio tisular en modelos de animales susceptibles (Ralston y
Petri 2011). Los mecanismos celulares observados durante la patogenia han sido
objeto de numerosos estudios en donde la mayor parte de estos resultados apoyan la
idea de que la Entamoeba desencadena la muerte celular a través de la activacion del
proceso apoptético de la célula huésped en contacto. Este efecto se ha observado en
diversas células como: células Jurkat T, células mieloides humanas y murinas,
hepatocitos, (Ragland y cols., 1994; Berninghausen y Leippe., 1997; Sim y cols., 2004)
neutrofilos, linfocitos T y macrofagos (Petri y cols, 2002). Al explorar este proceso
apoptético en nuestro modelo de amibiasis intestinal, detectamos la presencia de
caspasa 3 activa en las interacciones de 10 y 20 h. Las células que presentaron mayor
postividad para caspasa 3 fueron células del infiltrado inflamatorio, las cuales
presentaron caracteristicas morfol6gicas de este proceso, como la condensacion del
nacleo (Sim y cols., 2005). En modelos de amibiasis intestinal inducida en ratones
(C57BL/6) se observéd que durante la infeccion por E. histolytica las células cercanas a
los trofozoitos presentaron un proceso apoptético y en co-cultivos utilizando células
Jurkat T este proceso apoptético mostrd caracteristicas como la degradacién del ADN
y la disfuncién mitocondrial (Becker y cols., 2010). En la interacciéon de 5 h no hubo un
aumento en la expresion de esta proteina, en donde solo pudimos encontrar niveles
basales de expresion. La mucosa intestinal presentd pequefias zonas de dafio casi no
perceptibles. Huston y colaboradores (2000), Becker y colaboradores (2010)
mencionan que la amiba es capaz de efectuar la apoptosis en cuestion de minutos
pero hasta el contacto directo de la amiba con la célula, en un estudio utilizando

modelos de explantes de colén humano, Bansal y colaboradores (2009) reporta el
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tiempo que tarda el trofozoito en interaccionar directamente con células de la mucosa,
donde observan que los trofozoitos hasta las 4 h pueden estar en contacto con las
células, siempre y cuando la mucina que recubre al epitelio haya sido eliminada. Por lo
tanto esto nos indica que durante el establecimiento de la infeccion el parasito si induce
un proceso apoptoético importante sobre las células del huésped, siempre y cuando se

de un contacto amiba-célula.

Mucho se ha cuestionado sobre cual seria el mecanismo que emplea el parasito para
inducir la apoptosis. Los trabajos realizado solo hacen referencia de que el parasito
lleva a cabo este proceso a través de la activacion directa de la caspasa 3, sin
embargo, el hecho de esta activacion debe de implicar quiza otras moléculas que le
permitan inducir este proceso. En estudios in vitro con células Jurkat T observaron que
la degradacion mediada por la calpaina-calpastatina juega un papel crucial en la
regulacion de la activacion de la caspasa-3 en la apoptosis de estas células (Kim y
cols., 2007). Ademas observaron que durante este proceso también hay incremento en
los niveles intracelulares de calcio, el cual parece ser inducido por la presencia de la
Gal / GalNAc (Radvin y cols., 1988). Es posible que la presencia de calcio pueda a su
vez activar a las proteasas dependientes de calcio como las calpainas y a la proteina
tirosin-fosfatasa (PTP1B) provocando dafio en las célula diana (Texeira y Mann.,
2002). Sin embargo, aun existen muchas aspectos que se desconocen sobre el
mecanismo que emplea E. histolytica para inducir la apoptosis a través de la activacion
directa de la caspasa 3. Nosotros podriamos pensar que la apoptosis observada
durante este modelo puediese estar relacionada con la presencia de ROS debido a que
existen evidencias que sugieren la participacion de ROS con la activacion de
receptores de muerte y la induccion de la apoptosis (Circu y Aw, 2010), ademas se ha
documentado el efecto de las ROS sobre la activacién de caspasas como el H,O, el
cual puede activar la caspasa 3 y 8 a través de la oxidacion catalitica de las cisteinas
(Borutaite y Brown, 2001). Sin embargo, en la actualidad no existen estudios sobre la
relacion de ROS en este proceso apoptético durante la amibiasis intestinal, lo cual

seria un punto de estudio a seguir.
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10. CONCLUSIONES

e Durante la amibiasis, E. histolytica induce en las células epiteliales e
inflamatorias aumento en la produccion de ROS, probablemente este

mecanismo sea responsable de activar vias de inflamacion o muerte.
*+ La expresion de IL-8 activa el reclutamiento de células inflamatorias, sin
embargo, E. histolytica continia migrando a través del tejido con la posibilidad

de invadir otros tejidos extraintestinales.

*+ La via del NF-xB en el modelo de amibiasis intestinal no participa como

mediador en los procesos inflamatorios.

* Las células caspasa 3 positivas sufren muerte por apoptosis permitiendo asi la

migracién de los parasitos.
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11. GLOSARIO
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APENDICE A

TECNICA DE CULTIVO AXENICO DE TROFOZOIiTOS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA.

(DIAMOND Y COLS., 1978).

Medio de cultivo para amibas

Biosate 30 gr
Dextrosa 10 gr
Cloruro de sodio 2gr
Fosfato de potasio monobasico 0.6 gr
Fosfato de potasio dibasico 1gr

L Cisteina monohidroclorada lgr
Acido ascérbico 0.2 gr
Citrato férrico de amonio 0.0236gr
Agua bidestilada 1L
pH 6.8

a) El medio de cultivo una vez ya obtenido se envasa en tubos

de 7 ml aproximadamente.

b) Esterilizar los tubos durante 15 min a 15 Ib.

limpios de 10 ml, con un volumen

RESIEMBRA (STOCK TUBOS)

Suero bovino adulto (descomplementado) 1ml
Vitaminas 200 ul
Antibac 70 ul

Este proceso se debera de realizar cada 3 dias

PREPARACION DE AMIBAS PARA INOCULACION EN HAMSTERES (ABSCESO HEPATICO

166/ ml)

Obtencion de pastilla (amibas)

a) Los tubos de medio con amibas se lavan con medio de cultivo sin nutrir.

b) Se colocan en frio a 4°C durante 20 min.

c) Posteriormente se centrifugan a 2,500-3,000 rpm durante 20 min (4°C).
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d) Una vez centrifugados se decanta el sobrenadante observando en el fondo la pastilla de

amibas, las cuales sera resuspendidas en un volumen de 1ml de medio de cultivo.

Conteo de amibas (Tincion vital con Azul Tripan)

e) Para este conteo se necesitan 20 ul de azul tripan mas 5 ul de amibas resuspendidas,
posteriormente se toman de esta mezcla 10 ul de la solucion (amibas mas colorante) se
colocan en una camara neubauer y se contabilizan las células que no estén tefiidas de azul
(se contabilizan los cuatro cuadrantes).

f) Realizar el siguiente calculo Ejemplo.

((119)(4) X 10 ) 5, finalmente por el volumen del resuspendido.
Se deberan tener 300,000 trofozoitos por cada 100 ul.

Virulencia de Trofoziotos de E. histolytica

g) Para inducir la virulencia de los trofozoitos mantenidos en medio axénico se
necesita inocularlos previamente en higado de hamster, es decir cada animal se
inocula con 300,000 trofozoitos suspendidos en 100 pl de medio de cultivo en el
parénquima del lébulo derecho del 6rgano en condiciones de asepsia. Los
animales se sacrifican 3 dias post-inoculacion, posteriormente se procede con la
extraccion del higado y posteriormente la diseccion de los abscesos formados, los
cuales se colocan en medio de cultivo Diamond con la finalidad de que los
trofozoitos migraran al exterior del tejido y en seguida se adhirieran a las paredes
del tubo de vidrio para poder lograr su reproduccién y mantenimiento fuera del

6rgano.
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APENDICE B

INMUNOHISTOQUIMICA

1. Desparafinizar
Xileno (2 veces/7 min.)
Etanol 100% (2 veces /7 min.)
Etanol 96% (1 vez /15 min.)
Etanol 70% (1 vez /5 min.)

Enjuagar con agua corriente durante 5 min

2. Desenmascaramiento de epitopos
Colocar dentro de la olla 1.5 It de buffer de citrato de sodio y encender la olla.
Dejar que la presion de la olla suba a lo maximo, en seguida apagar la olla y
permitir que se enfrie para poder abrir la tapa. Posteriormente introducir las
laminillas (en un portalaminillas de metal) dentro de la olla, procurando que queden
completamente cubiertas por el buffer. Nuevamente se enciende la olla y una vez
gue salga el vapor por la valvula se deja dos minutos, después se apaga y se
dejan las laminillas reposar dentro del buffer 15 minutos. A continuacién se pasan

las laminillas a PBS

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

4. Inactivacién de las peroxidasas endodgenas
Las laminillas se colocan en una soluciéon de metanol-H,O, 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente

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

6. Alrededor del tejido de interés marcar circulos con el pen PAP

7. Permeabilizacion de la membrana

Apéndice



Lavar con PBS—Tritén X-100 0.2% (1 vez/30 min)
8. Blogueo de uniones inespecificas
Incubar las laminillas 1 hora a temperatura ambiente con Suero Fetal de Bovino
20% en PBS—Triton X-100 0.2%
9. Primer anticuerpo
Incubar el primer anticuerpo durante toda la noche en cdmara humeda 4 °C
El anticuerpo se diluye en PBS—Triton X-100 0.2%-BSA 3%
10. Lavar con PBS—Triton X-100 0.2% (3 veces/5 min)
11. Segundo anticuerpo
Incubar con DAKO Envisién (K1490) durante 2 horas a temperatura ambiente en
camara humeda

12. Lavar con PBS (3 veces/5 min)

13. Incubar con DAB (diluido 1:10 con buffer) hasta que se desarrolle el color.

Los restos de DAB inactivarlos en una solucion clorada
14. Lavar con PBS (3 veces/5 min)
15. Contrastar con hematoxilina durante 1 minuto
16. Lavar con PBS (3 veces/5 min)
17. Deshidratacién del tejido
Etanol 100% (1 vez/10 minutos)

Xileno (2 veces/15 minutos)

18. Cubrir el tejido con entellan
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1. Desparafinizar
Xileno (2 veces/7 min.)
Etanol 100% (2 veces /7 min.)
Etanol 96% (1 vez /15 min.)
Etanol 70% (1 vez /5 min.)

Enjuagar con agua corriente durante 5 min

2. Desenmascaramiento de epitopos
Colocar dentro de la olla 1.5 It de buffer de citrato de sodio y encender la olla.
Dejar que la presién de la olla suba a lo maximo, en seguida apagar la olla y
permitir que se enfrie para poder abrir la tapa. Posteriormente introducir las
laminillas (en un portalaminillas de metal) dentro de la olla, procurando que queden
completamente cubiertas por el buffer. Nuevamente se enciende la olla y una vez
gue salga el vapor por la valvula se deja dos minutos, después se apaga y se
dejan las laminillas reposar dentro del buffer 15 minutos. A continuacién se pasan

las laminillas a PBS

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

4. Inactivacion de las peroxidasas endoégenas
Las laminillas se colocan en una solucion de metanol-H,O, 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente

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

6. Alrededor del tejido de interés marcar circulos con pen PAP

7. Permeabilizacion de la membrana
Lavar con PBS—Tritén X-100 0.2% (1 vez/30 min)

8. Bloqueo de uniones inespecificas
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Incubar las laminillas 1 hora a temperatura ambiente con Suero Fetal de Bovino

20% en PBS—Triton X-100 0.2%

Primer anticuerpo
Incubar el primer anticuerpo durante toda la noche en cdmara humeda 4 °C
El anticuerpo se diluye en PBS—Triton X-100 0.2%-BSA 3%

Lavar con PBS—Triton X-100 0.2% (3 veces/5 min)

Segundo anticuerpo
El anticuerpo se diluye 1:1000 en Albumina Sérica Bovina (BSA) al 5% en Triton
X-100 0.1% + PBS. Incubar el tejido durante 1 hora a temperatura ambiente en

camara humeda. Proteger de la luz.

Lavar con PBS (3 veces/5 min).

Disminucioén de la auto fluorescencia.

Tincion de nicleos. Preparar 500 ul de Hoechst 1X en PBS.

Incubar las células con 50 pl Hoechst 1X durante 10 minutos a temperatura

ambiente. Proteger de la luz.
9. Lavar con PBS (3 veces/5 min).

10. Sobre un portaobjetos montar con Glicergel los cubres con las células

marcadas, procurando no dejar burbujas.
Analisis de imagen

Las células se observan en un microscopio Axio Vision Release 4.6.3 SP1 usando
los filtros rojo (575 — 640 nm) y azul (343 nm) especificos para la absorcién de luz

UV. Las iméagenes se capturan con el programa Image — Pro Plus procurando no

saturar de luz las imagenes y se editan con Adobe Photoshop CS2.
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