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RESUMEN 

 

El sistema nervioso autónomo (SNA) y el sistema inmune forman una red 

neuroinmune, en la que hay mecanismos de retroalimentación a través de las ramas 

aferentes neuronales que envían señales mediante citocinas pro-inflamatorias desde 

los sitios dañados hacia el Sistema Nervioso Central (SNC), y como respuesta el SNA 

libera acetilcolina y noradrenalina en sus ramas terminales eferentes, estos 

neurotransmisores son anti y/o pro-inflamatorios. Con el fin de profundizar en el 

conocimiento sobre los mecanismos a través de los cuales el SNA participa localmente 

en un proceso infeccioso hepático, se estudiaron los efectos de la vagotomía y la 

simpatectomía sobre la inmunidad innata en el hámster con Absceso Hepático 

Amebiano (AHA). Los resultados mostraron que a los 7 días post-inoculación los 

hámsteres parasimpatectomizados presentaron: aumento del tamaño de los abscesos, 

gran cantidad de fibras de colágeno y presencia de pocos trofozoítos alrededor y en el 

centro de los granulomas; aumento sérico de IL-10 e IFN-γ, así como del número de 

células productoras de estas citocinas. Por otra parte, no se encontraron cambios en el 

número de macrófagos y células Nk. Por otro lado, los animales simpatectomizados 

mostraron: incremento en el tamaño de los abscesos con gran diseminación de 

trofozoítos, escasas fibras de colágena y pocos neutrófilos, aumento de los niveles 

séricos de IL-10 y disminución los de IFN-γ y TNF-α. 

La denervación parasimpática y simpática alteró la respuesta de la inmunidad innata. 

La vagotomía provocó un aumento en la respuesta inflamatoria posiblemente por la 

activación temprana de neutrófilos y macrófagos, favoreció que el sistema nervioso 

simpático tomara el control de la respuesta inmune del hígado al estimular la 

diferenciación de macrófagos hacia células epitelioides y las células estelares 

hepáticas hacia miofibroblastos productores de colágena. Es posible que el aumento 

de IL-10 pudiera estar actuando sobre los miofibroblastos para incrementar la 

producción de colágena, formando una barrera que bloqueó la migración de 

trofozoítos. En contraparte, la ausencia del sistema nervioso simpático permitió  una 

dispersión amplia de trofozoítos hacia el tejido periférico con escasa respuesta 

inflamatoria alrededor de la lesión y escasas fibras de colágena, así, podemos concluir 

que en ausencia del simpático, la mayor influencia del sistema nervioso parasimpático 

indujo una mayor inhibición de la respuesta inmune. 
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1.- Introducción y antecedentes  

 

1.1. Amibiasis         

 

Entamoeba histolytica (E. histolytica) es uno de los eucariontes más primitivos y es 

causante de la amibiasis. Esta enfermedad ha existido, con toda probabilidad, desde 

que el hombre empezó a poblar la corteza terrestre, y en el sentido biológico evolutivo 

el parásito debe habernos precedido por un largo periodo. A pesar de descripciones 

acerca de disenterías en escritos chinos, hebreos, griegos e incluso sánscritos, resulta 

difícil probar que se deban a E. histolytica, ya que pudieron haber sido causadas por 

otros agentes. En 1828 el médico inglés James Annesley ya describía la disentería 

complicada con absceso hepático, sin mostrarse seguro si el absceso era 

consecuencia de la disentería. A mediados del siglo XIX (1856), el médico mexicano 

Miguel Jiménez publicó su libro Lecciones dadas en la escuela de medicina de México, 

la explicación que dio de su libro fue: “Tengo que dar una atención más esmerada y 

volver con más frecuencia al examen de los abscesos en el hígado por dos razones 

principales siendo una de ellas que la enfermedad es muy común en nuestro país”. El 

descubrimiento de mayor trascendencia en la amibiasis fue en 1875 por el médico 

ruso Fedor Aleksandrovich Lesh, quién publicó su artículo “Desarrollo masivo de 

Amibas en el Intestino grueso”. Pero en 1890 nadie se atrevía a señalar a la amiba 

como agente patógeno. En ese año, William Osler observó el primer caso de absceso 

hepático amebiano en los Estados Unidos de América (Meza y cols., 1994). 

E. histolytica pertenece al subfilum sarcodina, superclase rhizopoda de protozoos 

formadores de seudópodos, clase lobosea, orden amoebidae, familia entamoibidae, 

género Entamoeba y especie histolytica (Martínez-Palomo, 1987). 

En 1913 Kuenen y Swellengrebel informaron que E. histolytica tiene tres fases en su 

ciclo de vida: la invasora propiamente dicha, la comensal y la quística tetragena, 

siendo las dos primeras el trofozoíto, en diferentes grados de actividad, y la quística, 

por lo tanto E. histolytica puede existir en dos formas: trofozoíto y quiste (Ravdin y 

Kelsall, 1994). 

El trofozoíto (fig. 1) es un anaerobio facultativo de 10-40 μ de diámetro, muy activo y 

pleomórfico, su citoplasma carece de algunos organelos que se encuentran en la 

mayoría de los eucariontes como son: mitocondrias, sistema de lisosomas primarios y 

secundarios, retículo endoplasmático y aparato de Golgi (Martínez-Palomo, 1987), se 

alimenta por fagocitosis y digestión intracelular de nutrientes (Ortiz, 1994). 
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Figura 1. Trofozoítos de E. histolytica donde N: Núcleo, C: Centrosoma, H: Gránulos de glucógeno, EN: 

Endoplasma, EC: Ectoplasma (Tay-Lara, 2000). 

 

Los quistes (fig. 2) son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8 a 20 μm de 

diámetro, las cuales, sin teñir, se pueden ver como cuerpos hialinos con pared 

refringente. Su citoplasma es incoloro, lo que permite la visualización de los llamados 

cuerpos cromatoides y núcleos en número de uno a cuatro, los quistes son la forma de 

resistencia del parásito, ya que pueden sobrevivir fuera del huésped por semanas o 

meses en un ambiente húmedo. El proceso de enquistamiento de la amiba se da 

cuando las condiciones ambientales le son desfavorables a los trofozoítos. Aun hoy, 

poco se conoce de este proceso por la incapacidad de reproducir el fenómeno in vitro, 

sin embargo, se ha podido confirmar un papel importante de la quitina (polímero de n-

acetilglucosamina unida por enlaces β (1-4), muy común en hongos, crustáceos e 

insectos, pero ausente en humanos); recientemente se describió la importancia de la 

quitina en la transformación in vitro del trofozoíto de E. invadens a quiste (Avron y 

cols., 1982). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Quistes de trofozoítos de E. histolytica, tetranucleados (Tay-Lara, 2000). 

 

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente sencillo (fig. 3). La infección se inicia 

con la ingesta de quistes (capaces de resistir el pH gástrico) provenientes de agua o 

alimentos contaminados con materia fecal. En el intestino delgado ocurre la 

exquistación, que consiste en la división del quiste tetranucleado que da origen a ocho 
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núcleos (estado metaquístico transitorio), la división citoplásmica continúa y emergen 

ocho trofozoítos que se dirigen al intestino grueso para colonizarlo, ahí se alimentan 

de bacterias y restos celulares; finalmente, los trofozoítos pueden enquistarse 

completando el ciclo (Ravdin y Kelsall, 1994). 

En la mayoría de los individuos infectados, E. histolytica habita como comensal 

inofensivo en el intestino grueso (Ravdin y cols., 1990), pero en otros casos este 

parásito tiene la capacidad de invadir otros órganos fuera del intestino, dependiendo 

de la susceptibilidad del paciente y de los factores de patogenicidad del parásito 

(Espinosa-Cantellano y Martínez Palomo, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquematización del Ciclo Biológico directo de E. histolytica y cada uno de sus estadios (Tay-Lara, 2000).  

 

Factores de patogenicidad de E. histolytica. Partiendo de los conocimientos básicos 

sobre cómo causan las amibas el daño, como lo son el proceso de invasión a través 

de las paredes del intestino o sus mecanismos de invasión al hígado, revisaremos 

algunas de las propiedades específicas de la amiba tales como: estructuras de su 

membrana, conjunto de enzimas que contribuyen a su capacidad patogénica 

(capacidad de causar enfermedad en el huésped) y virulencia, que es el grado de 
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patogenicidad. Se debe tener en cuenta que muchas de las propiedades responsables 

de la patogenicidad y virulencia de las amibas no están claras o son desconocidas. 

Sabemos, sin embargo, que si la capacidad de ataque del parásito supera las 

defensas del huésped, se produce enfermedad (Espinosa-Cantellano y Martínez 

Palomo, 1991). 

 

Los factores de patogenicidad de E. histolytica son: 

 Adhesinas tipo lectina de diferente peso molecular: 260 kDa, 170 kDa, 220 

kDa, 112 kDa y 140 kDa. Estas moléculas le permiten adherirse al epitelio 

intestinal mucoso, al tejido hepático, células sanguíneas y a otros tejidos 

posiblemente invadidos. Éstas tienen afinidad por azúcares como la N-acetil D-

Galactosamina, N-acetil D-Glucosamina. Como se observa, son azúcares de 

membrana de los eritrocitos, células inmunes y de matriz extracelular (Meza y 

cols., 1994). La lectina de 260 kDa conocida como Gal/GalNac, es una lectina 

que actúa de manera principal como adhesina hacia células del intestino, 

eritrocitos y células inmunes (Pacheco-Yépez y cols., 2000), a esta lectina de 

260 kDa la componen 2 lectinas una de 35 kDa y una de 170 kDa, esta última 

es conocida como la lectina de Petri, donde él expone que la principal función 

de esta lectina es inhibir el complemento (Braga y cols., 1992). La lectina de 

220 kDa, tiene afinidad principalmente por células inmunes, por lo cual se le 

caracteriza por su actividad inmunomoduladora disminuyendo citocinas Th1 y 

aumentando citocinas Th2 (Bekker-Mendez y cols., 2006). Las lectinas de 112  

kDa y de 140 kDa se han descrito como lectinas tipo integrinas que participan 

en la migración e invasión ya que tiene afinidad por azúcares de matriz 

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

 Amebaporos: moléculas secretadas por las amibas, capaces de ocasionar 

daño a las células del huésped debido a su inserción membranal para formar 

estructuras tipo canales y así provocar cambios osmóticos a nivel de 

membrana celular de las células del huésped. 

 Cistein-proteasas: enzimas con capacidad para digerir proteínas del huésped 

constituyentes de la matriz extracelular, tales como la fibronectina y 

anticuerpos como la IgA. 

 Colagenasas, hialuronidasas y neuraminidasas: enzimas encargadas de 

digerir matriz extracelular en procesos invasivos (Ventura-Juárez y cols., 2002). 
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 Toxinas: en células epiteliales ocasionan pérdida de adhesiones intercelulares 

con redondeamiento celular, en cultivos ocasionan desanclaje de las células 

epiteliales (Meza y cols., 1994). 

 Lipofosfoglucanos y los lipoproteofosfoglucanos: se propone que estas 

moléculas le dan el carácter patogénico e invasor a E. histolytica sobre otras 

especies de amibas, debido a que ocasionan daño tisular.  

 Lectina semejante al CD59: el CD59 es una molécula de algunas células del 

sistema inmune y otras células no inmunes que las protege contra la acción del 

complemento, por lo cual, esta lectina presente en el repertorio molecular de la 

amiba semejante al CD59 la protege contra la cascada del complemento y 

principalmente contra la del complejo de ataque a la membrana (Espinosa-

Cantellano y Martínez-Palomo, 2000; Ventura-Juárez y cols., 2009). 

  

Con base en la virulencia de E. histolytica mucho se ha avanzado en el conocimiento 

de la biología celular y molecular del parásito a partir de la invención de medios 

sintéticos para su cultivo (Diamond, 1980). 

Se ha planteado, con base en la respuesta inmune y la conducta del parásito, que 

existen distintas especies de Entamoeba, morfológicamente idénticas pero de 

diferente patogenicidad y/o virulencia o de si es una sola especie que expresa estas 

características sólo bajo ciertas circunstancias del medio o del huésped (Cohen, 

1995). Al parecer, la información disponible hace suponer que existen distintas 

especies de Entamoeba que son morfológicamente idénticas. Entamoeba dispar, la 

especie más común, se asocia primeramente con el estado de portador asintomático. 

La especie patogénica, referida como E. histolytica, tiene la capacidad de invadir los 

tejidos y causar enfermedad sintomática. La existencia de especies distintas fue 

inicialmente sugerida por los estudios de zimodemos. Así, distintos zimodemos se 

asociaron con la enfermedad sintomática invasora (E. histolytica) o con el estado de 

portador asintomático (E. dispar o E. histolytica) (Ravdin y Kelsall, 1994). Utilizando 

sondas de RNA o DNA indicaron diferencias genéticas entre E. dispar y E. histolytica. 

Utilizando la técnica de PCR se han encontrado diferencias en fragmentos genómicos 

de DNA entre ambas especies. En lo que se refiere a diferencias antigénicas entre E. 

dispar y E. histolytica  se han encontrado diferentes epítopos en la subunidad pesada 

de 170 kDa de la lectina inhibible por galactosa en E. histolytica, pero no en E. dispar 

(Petri y cols., 1990). Otra diferencia es la presencia de eritrocitos ingeridos por  E. 

histolytica,  lo que no sucede con E. dispar (Ravdin y Kelsall, 1994). Se estima que en 

el mundo, cuya población actual es de 6,474,660,025 habitantes 

(http://www.npg.org/), E. histolytica afecta alrededor de 500 millones de personas 

http://www.npg.org/
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cada año y que de ellas 110,000 mueren por complicaciones causadas por este 

agente, ya que las personas infectadas pueden desarrollar patologías potencialmente 

fatales como la colitis amebiana fulminante o la enfermedad extraintestinal más 

frecuente, el Absceso Hepático Amebiano (AHA)  (Walsh, 1986). En México la 

magnitud de esta parasitosis es tan grande que en 2003 representó cerca del 1% de la 

población nacional estimada en 104 millones, es decir, 1´013´535 de casos 

diagnosticados con amibiasis intestinal (http://www.ssa.gob.mx), ocupando el quinto 

lugar en morbilidad a nivel nacional. 

La patogénesis por E. histolytica, conocida como AHA, es la complicación 

extraintestinal más frecuente, típicamente los pacientes presentan un cuadro clínico 

agudo o crónico, con dolor abdominal en hipocondrio derecho asociado a síntomas 

generales (pérdida de peso, mialgias, malestar general y fiebre), los síntomas 

gastrointestinales y la ictericia son raros (Hughes y Petri, 2000). El diagnóstico del 

AHA se realiza por el cuadro clínico sugestivo y se confirma con evidencia 

imagenológica (ecografía o TAC), serología positiva para E. histolytica y respuesta al 

tratamiento con nitroimidazoles (Pinilla y cols., 2004;  Zengzhun y cols., 1999). 

 

Para poder esclarecer y conocer con mayor certeza los mecanismos de agresión de 

las amibas, se han realizado exhaustivos estudios in Vitro (Calderón y Tovar, 1986; 

Leippe y cols., 1995; Leroy y cols., 2000) e in Vivo: en modelos animales con AHA 

(Dennis y Chadee, 1989; Olivos-García y cols., 2004) o amibiasis intestinal (Houpt y 

cols., 2002), pacientes humanos con AHA (Diamantstein y cols., 1981; Salata y cols., 

1985, 1986 y 1990; González Amaro y cols., 1994; Ventura-Juárez y cols., 1997 y 

2003; Stanley y cols., 1998; Stanley, 2001) y amibiasis intestinal (Eliézer Masliah y 

Pérez Tamayo, 1984; Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000). La mayor parte 

de los estudios apuntan a que los mecanismos de defensa celular del humano, como 

los de activación de los macrófagos y linfocitos, son incapaces de abolir el proceso de 

invasión amebiana en los tejidos intestinales y hepáticos. No siendo así en modelos 

animales resistentes como el ratón y la rata, en donde se ha demostrado que dichos 

mecanismos son efectivos para abortar el proceso invasor parasitario en pocos días 

(Tsutsumi y cols., 1990; Jarillo Luna y cols., 2002). Por su parte, investigaciones 

acerca del papel de los neutrófilos, macrófagos y el complemento sérico como 

elementos de la respuesta inmune innata y posibles barreras para evitar la invasión de 

los parásitos, han arrojado resultados positivos en la explicación de los mecanismos 

de invasión (Guerrant, 1981; Calderón y Tovar, 1986; Campos Rodríguez y cols., 

1995; Shibayama y cols., 2008). 

 

http://www.ssa.gob.mx/
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Dependiendo del perfil genético e inmunoenzimático del parásito, los estudios 

histopatológicos del AHA han demostrado que inicialmente, por medio de enzimas 

proteolíticas que degradan la mucosa del colon y las paredes de los vasos sanguíneos 

del intestino, los trofozoítos ingresan al sistema portal-hepático y siendo resistentes a 

la lisis por el sistema del complemento invaden el hígado, (Bruchaus y cols., 2002; 

Ventura-Juárez y cols., 2003). Al llegar los trofozoítos al hígado son rodeados por 

neutrófilos, la lisis de los neutrófilos y de los hepatocitos de la periferia da origen a la 

necrosis, estas células son remplazadas progresivamente por macrófagos y células 

epitelioides hasta desarrollar un granuloma, lo que indica que el proceso de lisis de los 

hepatocitos es combinado y se debe tanto a la capacidad histolítica de la amiba como 

a la lisis de los neutrófilos. En la periferia del absceso se encuentra tejido hepático en 

destrucción y fibrosis, con linfocitos, plasmocitos y trofozoítos; el contenido, que no es 

purulento, consiste en un líquido de color café o amarillo rojizo, sin trofozoítos, ya que 

éstos no sobreviven al ambiente y por lo general permanece estéril, excepto cuando 

ocurre una infección secundaria. En los abscesos crónicos puede constituirse una 

cápsula de tejido fibroso que los aísla del tejido sano (Tsutsumi y cols., 1984; Ventura 

Juárez y cols., 2002; Pinilla y cols., 2004). 

 

1.2. La Respuesta Inmune Innata (RII) forma parte de los mecanismos inespecíficos 

de defensa, representa el primer sistema defensivo del organismo y es de especial 

importancia para la protección contra las infecciones, ya sean de tipo bacteriano o 

viral. Como se sabe, los mecanismos que conforman la inmunidad innata están 

constituidos por las llamadas barreras naturales como la piel y mucosas, estas no 

sólo actúan aislando al individuo del exterior, sino también cuentan con función 

bactericida y promotora de la inflamación, debido a la presencia de múltiples 

moléculas, factores y células con actividad defensiva en estas barreras. Dentro de 

estas moléculas de la RII se encuentran ciertas citocinas, quimiocinas y factores del 

complemento. Las citocinas son moléculas solubles inmunomoduladoras clasificadas 

en dos tipos: 1) Pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-α e INF-γ que poseen una 

acción relevante como elementos de la inflamación, contribuyendo al inicio de la 

respuesta inmune adaptativa y 2) Anti-inflamatorias como IL-10, IL-4 y TGF-β que 

modulan la respuesta inflamatoria. Dentro de las quimiocinas esenciales están IL-8 y 

RANTES, que intervienen atrayendo nuevas células al foco inflamatorio en caso de 

una agresión por patógenos. Con relación al sistema de complemento, está 

constituido por moléculas implicadas esencialmente en la defensa frente a infecciones. 

Parte de los factores del complemento potencian la inflamación y la fagocitosis y 

actúan produciendo la lisis de células y microorganismos. El sistema de complemento 
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puede ser activado a través de tres vías: 1) clásica, 2) alternativa y 3) de las lectinas 

(Abbas, 2002).  

La inmunidad innata ha tenido avances notables durante los últimos años debido al 

descubrimiento de los receptores tipo Toll (TLR, proteínas transmembranales 

expresadas por células del sistema inmunitario innato) en los mamíferos y su 

participación en el reconocimiento de patógenos microbianos. La participación de los 

receptores tipo Toll (TLR) en la respuesta inmunitaria innata se describió por primera 

vez en un artrópodo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, estas proteínas de 

Drosophila originalmente fueron identificadas como un factor requerido para el 

establecimiento de la polaridad dorso-ventral en el embrión en desarrollo. En la 

actualidad el estudio de estos receptores es de gran interés, sobre todo en medicina 

humana  debido a que desempeñan un papel central tanto en el desencadenamiento 

de la inmunidad innata como en la coordinación entre la inmunidad innata y adaptativa. 

(Strieter y cols., 2002). 

Mediante los receptores Toll el sistema inmunitario ha desarrollado diferentes métodos 

para discriminar moléculas propias de moléculas extrañas tales como ARN viral de 

doble cadena; dinucleótidos CpG no metilados comunes en el ADN bacteriano, pero 

escasos en el ADN de vertebrados; mananas de las levaduras; glicolípidos de las 

micobacterias; lipoproteínas de bacterias y parásitos; ácidos lipoteicoicos de bacterias 

grampositivas y LPS de bacterias gramnegativas, estas moléculas son conocidas 

como patrones moleculares asociados a patógenos (PMAP). 

La estrategia de reconocimiento microbiano se basa en la detección de estos patrones 

moleculares conservados mediante receptores ahora conocidos como Toll (fig. 4), que 

consisten en 10 miembros: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, 

TLR9, TLR10 (McGuinness y cols., 2003). 
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Figura 4. Activación de los receptores membranales de las células de la respuesta inmune activan segundos 

mensajeros tales como MyD 88, TRAF6 para sintetizar factores de transcripción tales como NFkβ, los cuales facilitan 

la transcripción de citocinas (Teixeira y cols., 2002). 

 

Dentro de las células de la RII están los neutrófilos, cuyo diámetro es de unas 12 a 

15 µm, presentan numerosas proyecciones cuando se activan, son las células 

principales de la respuesta inmune aguda o temprana. En el humano los neutrófilos 

tienen un núcleo segmentado en tres a cinco lobulillos conectados, a los que debe el 

nombre de leucocitos polimorfonucleares. El citoplasma contiene gránulos de dos 

tipos, la mayoría, denominados gránulos específicos, los cuales contienen enzimas de 

degradación, como lisozima, colagenasa, mieloperoxidasa y elastasa, estas células 

poseen diferentes tipos de receptores como son proteínas del complemento, RRP, 

receptores para la región constante de anticuerpos tipo IgG y IgA, receptores para 

citocinas y quimiocinas, el marcador principal de estas células es el CD15 (CD11a, 

CD11b) (Abbas, 2002). 

Los monocitos tienen un diámetro de 10 a 15 µm y poseen núcleo en forma de frijol y 

citoplasma finamente granular con lisosomas, vacuolas fagocíticas y filamentos 

citoesqueléticos. Cuando maduran se convierten en macrófagos, éstos pueden 

adoptar diversas formas, algunos tienen citoplasma abundante llamándose células 

epiteliodes debido a su semejanza con las células epiteliales de la piel. Los 

macrófagos que se encuentran en todos los órganos y tejidos conectivos reciben 

nombres especiales para designar localizaciones específicas. Por ejemplo, en sistema 

nervioso central son las células de la microglía; los que revisten los capilares 

sinusoides del hígado se llaman células de Kupffer; en las vías aéreas pulmonares son 
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los macrófagos alveolares; y los fagocitos multinucleados del hueso se denominan 

osteoclastos. 

Los macrófagos desempeñan papeles cruciales en la inmunidad innata y adaptativa y 

son importantes células efectoras en la eliminación de los microorganismos. 

Responden a los microorganismos con casi la misma rapidez que los neutrófilos, pero 

persisten mucho más tiempo en los sitios de inflamación. Por consiguiente, los 

macrófagos son las células efectoras dominantes de las fases tardías de la respuesta 

inmunitaria innata, uno o dos días después de la infección. Tienen una vida más 

prolongada que los neutrófilos y, a diferencia de éstos, no están terminalmente 

diferenciados y pueden dividirse en el sitio de la inflamación. Dentro de los receptores 

principales de estas células se encuentran las proteínas del complemento, RRP, 

receptores a la región constante de diferentes anticuerpos como son las clases de IgG 

e IgA, a citocinas, y a quimiocinas. El marcador principal para estas células es la 

proteína de membrana llamada CD68 (Abbas, 2002).  

Las células Nk son una subpoblación de linfocitos que destruyen células infectadas 

por virus y secretan citocinas, fundamentalmente interferón gama (INF-γ). La principal 

función de estas células es la defensa contra las infecciones por virus y por otros  

microorganismos intracelulares. Derivan de precursores en la médula ósea y son 

linfocitos grandes con numerosos gránulos citoplasmáticos, por lo cual a veces se les 

denomina linfocitos grandes granulares. En función de su fenotipo de superficie y su 

estirpe, las células Nk no son linfocitos B ni T y no expresan receptores para el 

antígeno (TCR), estas células expresan otros tipos de receptores como son KIR, NkR-

P1, receptores para la región constante de anticuerpos, receptores para citocinas y 

quimiocinas, dentro de los marcadores celulares principales están el CD56 y el 

CD16. Constituyen del 5-20% de las células mononucleares de la sangre, el bazo, y 

son poco frecuentes en otros órganos linfoides (Abbas, 2002).    

1.3.  Inmunidad Celular frente a E. histolytica 

La invasión tisular por E. histolytica induce supresión de la respuesta inmune celular y 

a pesar de la infiltración de células inflamatorias la amiba prolifera en el absceso 

hepático. La supervivencia de los trofozoítos puede ser favorecida por el desarrollo de 

un estado transitorio de inmunosupresión, asociado con la amibiasis hepática y 

demostrada a nivel celular por deficiencias en la función de macrófagos, neutrófilos y 

linfocitos T durante la infección y en respuesta a proteínas solubles de la amiba in 

vitro, esta deficiencia es clara en infecciones extraintestinales en el humano y en 

animales susceptibles como es el modelo del hámster, por otro lado, en animales 
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resistentes (ratón), en estudios in vivo, se ha encontrado que la inoculación 

intraperitoneal de trofozoítos de E. histolytica induce infiltrado inflamatorio intenso de 

larga duración, en donde predominan los neutrófilos activados; muchos de estos 

mecanismos continúan en investigación (Campbell y Chadee, 1997). Hay evidencia de 

que la respuesta celular en la infección amebiana está relacionada con inmunidad 

protectora, la cual emerge luego de la recuperación de la amibiasis invasiva (Trissl, 

1982). 

La modulación de la función de los macrófagos es multifactorial, tienen gran actividad 

amebicida cuando son activados in vitro por interferón gamma (INF- ), factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), lipopolisacáridos y factor estimulante de colonias 1 

(FEC-1). Se ha observado en modelos animales con absceso hepático amebiano, 

como en el caso de animales susceptibles a la amibiasis hepática como el gerbo y el 

hámster, que la inoculación de amibas en hígado provoca la rápida aparición de 

infiltrado de leucocitos PMN y macrófagos, los cuales podrían participar en el daño 

hepático por la lisis de éstos (Mattern y Keister, 1977; Tsutsumi y cols., 1984). La 

infección por E. histolytica se asocia con alteración en la función de los macrófagos 

(Campbell y Chadee, 1997), la amiba patógena causa lisis directa de los macrófagos y 

otras células. Por el contrario, en animales resistentes, como el ratón, la inoculación de 

amibas en el hígado también provoca la rápida aparición de un infiltrado 

predominantemente de PMNs, los cuales rodean a las amibas, lo cual aparentemente 

contribuye a eliminarlas. Se ha observado que macrófagos activados con linfocinas 

destruyen un 55 % de amibas (3 h), pero un 40 % de los macrófagos son también 

destruidos. La muerte de los macrófagos parece más bien deberse al efecto deletéreo 

de los lisados amebianos que al efecto dependiente de contacto de las amibas. El 

mecanismo efector de los macrófagos es dependiente de contacto directo, 

dependiente de formación de H2O2 y de mecanismos no oxidativos, ya que los 

macrófagos activados de paciente con enfermedad granulomatosa crónica también 

son capaces de destruir amibas (Salata y cols., 1985). 

Varios estudios in vivo e in vitro han evidenciado alteración en la función efectora y 

accesoria de los macrófagos, los cuales se vuelven refractarios a la activación por 

interferón γ y lipopolisacáridos, está reducida la habilidad para presentar antígenos a 

linfocitos T por disminución en la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad 

II, aumento en la producción de metabolitos del ácido araquidónico, principalmente la 

prostaglandina E2, leucotrienos C4 y B4 que disminuyen la producción de enzimas 

efectoras y promueven la formación de granulomas, defectos en la producción de 

interleucinas y TNF-α (necesarios para la formación de óxido nítrico, activación de 

granulocitos, fibroblastos, macrófagos, adherencia y migración de neutrófilos, 
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modulación en la producción de metabolitos oxidativos (H2O2, O2
-) y no oxidativos 

(oxido nítrico, enzimas) e inefectividad en la lisis amebiana (Campbell y Chadee, 

1997).  

Esta supresión en la función del macrófago ocurre en la población próxima al absceso, 

pues la población periférica no se encuentra afectada, lo cual sugiere que es un 

evento local relacionado con exposición directa a la amiba o sus productos (Campbell 

y Chadee, 1997; Ventura-Juárez y cols., 2002). E. histolytica produce un factor de bajo 

peso molecular que inhibe in vitro la quimiotaxis, quimiocinesis y desplazamiento al 

azar de monocitos humanos sin efecto sobre neutrófilos y eosinófilos. El factor es 

producido por amibas con diferentes grados de patogenicidad y virulencia, así como 

en cepas no patógenas, conocido como el factor inhibidor de la migración de 

monocitos (FILM) (Kretschmer y cols., 1985). El factor puede contribuir a la escasa 

reacción inflamatoria que se observa en las etapas avanzadas de la amibiasis invasora 

y posiblemente a la falta de tejido de cicatrización (Rico y cols., 2003). 

En un caso de múltiples episodios de AHA, durante un periodo de 4 años, se encontró 

disminución en la producción de intermediarios reactivos de oxígeno como ion 

superóxido, H2O2, etcétera, mecanismos importantes de resistencia por parte de los 

macrófagos. En este mismo sentido, la depresión de la actividad de macrófagos 

inducida por sílica o por suero anti-macrófagos incrementa la severidad del AHA y su 

estimulación con BCG disminuye el daño tisular (Morán y cols., 2002).  

Los neutrófilos o PMN tienen un papel relevante en la patogénesis del AHA, son la 

defensa celular más temprana frente a la amiba en el hígado, aparecen una hora luego 

de la inoculación. La interacción de los parásitos con los polimorfonucleares está dada 

entre otros factores por la lectina inhibible por D-Galactosa (Ravdin y Kelsall, 1994; 

Burchard y cols., 1993). Este paso es importante en la destrucción de las células 

blanco (Ravdin y Kelsall, 1994). La inhibición de la adherencia se acompaña de 

inhibición de la histólisis y fagocitosis de las células blanco (Burchard y Bilke, 1992) 

(Burchard y cols., 1993). 

Los PMN humanos son incapaces de matar a las amibas de cepas virulentas, ya que 

se ha observado que E. histolytica puede lisar los neutrófilos in vitro, aun a una 

relación de 3,000 PMN por cada trofozoíto, ocasionando liberación de su contenido, lo 

que sugiere que parte del daño visto en el absceso hepático proviene de los 

mediadores liberados por los neutrófilos (Guerrant, 1981), aunque también se ha 

reportado lísis de leucocitos distantes a las amibas. Por lo tanto E. histolytica cuenta 

con dos mecanismos de citopatogenicidad: a) citólisis dependiente de contacto, que 

requiere de función intacta de microfilamentos (fagocitosis) y b) mecanismo amebicida 
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a distancia (Sustancias Liberadas tales como cistein–proteasas, amebaporos, toxinas, 

enzimas que degradan matriz extracelular, etcétera) (Ventura-Juárez y cols., 2002). 

Estudios han evidenciado lesiones más grandes en ratones neutropénicos que en 

ratones normales a los 2 y 4 días luego de la inoculación, sin alcanzar significancia 

estadística a los 7 días y con ausencia completa del halo inflamatorio alrededor de la 

región necrótica, probablemente en este momento juegan un papel importante otros 

tipos celulares para el control de la infección como los macrófagos o linfocitos 

citotóxicos. Estos estudios muestran el papel de los neutrófilos en la resistencia a la 

infección y sugieren la capacidad de E. histolytica en la producción de daño hepático 

en ausencia de células inflamatorias (Velázquez y cols., 1998; Seydel y cols., 1997).  

E. histolytica al parecer escapa a la actividad citotóxica de las moléculas liberadas por 

los neutrófilos a través de diversas enzimas como la superóxido dismutasa que liga 

hierro, la óxido reductasa de NADPH-flavina, la oxidasa de NADPH, generadora de 

H2O2, y otros mecanismos aún no explicados. No hay evidencia de cómo el parásito 

escapa a las moléculas citotóxicas de los neutrófilos, alternativamente se ha 

especulado que los neutrófilos presentes en la lesión no se encuentran activados dado 

que se ha evidenciado su actividad amebicida cuando han sido previamente activados 

con INF-γ o TNF- . Lo contrario ocurre con la E. dispar contra quienes son altamente 

efectivos en eliminarla en las primeras 96 horas luego de la inoculación. Todo lo 

anterior indica un papel crítico de los neutrófilos en resistencia temprana al AHA 

(Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000; Seydel y cols., 1997). 

Respecto a la participación de los neutrófilos en la destrucción de la amiba en el 

hígado de especies resistentes, se ha observado que los leucocitos no son necesarios 

para eliminar trofozoítos en hígado de rata. En ratas Wistar la inyección intraportal de 

E. histolytica virulenta provoca rápida acumulación de leucocitos alrededor de las 

amibas, las cuales desaparecen en cinco horas, sin daño hepático. Además, la 

leucopenia por radiación no modifica la evolución de las lesiones, excepto porque no 

hay leucocitos alrededor de las amibas, las cuales desaparecen al mismo tiempo 

(Pérez-Tamayo y cols., 1992). La radiación que disminuye la población de leucocitos 

circulantes (incluyendo monocitos) radio-sensibles no reduce la resistencia natural de 

la rata, lo cual sugiere que los polimorfonucleares y monocitos circulantes no 

contribuyen a la resistencia a la amibiasis. Estos resultados en conjunto sugieren que 

la inmunidad mediada por células no parece ser crítica para la defensa del ratón a la 

invasión hepática por la amiba (Jarillo Luna y cols., 2002). Sin embargo, estudios 

recientes parecen apoyar la idea de que los neutrófilos participan en la resistencia 

innata a E. histolytica en hígado de ratón. En un modelo de ratones SCID susceptibles 

a desarrollar amibiasis hepática (Seydel y cols., 1997), la reducción de los neutrófilos, 
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mediante anticuerpos monoclonales, incrementó el tamaño de los abscesos. No se 

observó el anillo de neutrófilos que rodean a los trofozoítos en los ratones SCID 

testigos. Estos datos sugieren que los neutrófilos desempeñan un papel protector en la 

respuesta temprana del hospedero a la infección hepática (Seydel y cols., 1997); esto 

fue confirmado en ratones Balb/c normales tratados con anticuerpo monoclonal 

antineutrófilos (Velázquez y cols., 1998). Sin embargo, las lesiones de necrosis lítica 

no alcanzan la magnitud de las que se observan en el hámster o jerbo, lo cual sugiere 

que otros mecanismos participan en la muerte de los trofozoítos. 

 

Los eosinófilos, al igual que los neutrófilos y los macrófagos, son destruidos por E. 

histolytica in vitro, sin embargo, si los eosinófilos se encuentran activados son 

amebicidas. Los eosinófilos se encuentran en fases tempranas del AHA en contacto 

directo con el trofozoíto, la presencia de eosinofilia se asocia a la protección contra 

desarrollo de AHA y la presencia de eosinopenia se asocia con mayor mortalidad en 

estudios experimentales, sugiriendo una participación activa del eosinófilo en la 

protección de amibiasis invasiva (López-Osuna y cols., 2000). En otros estudios se ha 

observado que existe una disminución de la respuesta inmune celular en amibiasis 

humana (Morán y cols., 2002).  

Experimentos in vitro han demostrado el papel de diversas citocinas (INF- , TNF-

, Factor Estimulante de Colonias uno (FEC-1), IL-2 y otras en la activación de 

macrófagos y neutrófilos para destruir E. histolytica. De igual forma se ha encontrado 

que el óxido nítrico favorece la resistencia del hepatocito frente a la apoptosis inducida 

por el parásito, también estimula la regeneración hepática y ocasiona la destrucción 

del parásito, ésta se considera la principal molécula implicada en la citotoxicidad 

mediada por los macrófagos frente al trofozoíto (Espinosa-Cantellano y Martínez-

Palomo, 2000; Seydel y cols., 2000). El TNF- , producido por macrófagos activados, 

actúa en forma autocrina, aumentando la citotoxicidad contra el parásito al elevar la 

expresión genética de la óxido nítrico sintetasa inducible (Campbell y Chadee, 1997). 

La identidad de las moléculas amebianas involucradas en la modulación de la 

respuesta inmune del huésped es desconocida, los receptores y la interacción con 

éstos, las vías de transducción que son usadas y los elementos de regulación genética 

deben ser elucidados y es probable que más de una molécula se encuentre 

involucrada. La lectina de adhesión y la proteína rica en serina de E. histolytica tienen 

efectos inmunoprotectores más que inmunosupresores debido a que contra estas 

moléculas se desarrolla respuesta inmune humoral (Campbell y Chadee, 1997).  
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En estudios recientes de lesiones amebianas intestinales observamos presencia de 

neutrófilos, macrófagos, células Nk, eosinófilos, mastocitos, células B y células T en 

cercanía a las amibas, en poca cantidad, pero nunca en contacto con los trofozoítos. 

Atención especial merecen los macrófagos, neutrófilos, células Nk, eosinófilos y 

mastocitos que disminuyeron su presencia en los tejidos humanos infectados, en 

comparación con tejidos de personas aparentemente sanas (Ventura-Juárez y cols., 

2007).  

1.4. Inmunidad Humoral Frente a E. histolytica 

No hay duda que la infección por E. histolytica provoca una respuesta humoral, los 

anticuerpos son producidos en la amibiasis sintomática, pero también en la amibiasis 

asintomática, probablemente como resultado de la invasión subclínica controlada 

(Trissl, 1982; Ximenez y cols., 1993). 

Se ha demostrado el aumento de anticuerpos circulantes en pacientes con AHA, 

predominantemente IgG que puede detectarse una semana luego de iniciados los 

síntomas en humanos y animales de experimentación (Martínez-Palomo, 1989). Estos 

anticuerpos, principalmente IgG, se mantienen años después de la amibiasis invasiva 

(Hughes y Petri, 2000; Ravdin y Kelsall, 1994), probablemente por la persistencia de 

antígenos amebianos en las células del sistema macrófago-monocítico (Ximenez y 

cols., 1993; Knobloch y Mannwailer, 1983; Salata y Ravdin, 1986; Valenzuela y cols., 

2001). En síntesis, de todas las inmunoglobulinas, la IgG ha sido la más consistente 

en pacientes con amibiasis sintomática (Abioye y cols., 1972). 

La IgE sérica también puede aumentarse, aunque en menor grado, no muestra 

correlación con amibiasis invasiva (AHA o colitis amebiana) (Abioye y cols., 1972). En 

otro estudio, 83% de los pacientes desarrolló IgA y 10% IgE séricas contra E 

histolytica. Niveles elevados de IgM se correlacionan con pacientes con AHA (p<0,01). 

En otro estudio se encontró IgM específica contra lectina de adhesión hasta en 45% 

de los pacientes con colitis amebiana (Abd-Alla y cols., 1998). 

Niveles elevados de IgA secretoria se encuentran en pacientes con AHA, tanto en 

pacientes con enfermedad aguda como en pacientes con enfermedad ya tratada hasta 

8 meses previos (p<0,002) (Kelsall y cols., 1994). La IgA secretoria bloquea la 

adherencia de trofozoítos a las células epiteliales intestinales, se ha destacado su 

papel protector en resistencia a la reinfección, aunque de manera transitoria. Un 
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estudio reciente demostró que niños con IgA secretoria en el tracto gastrointestinal 

tienen 64 % menos infecciones por el parásito al compararse con pacientes que no la 

presentan, en contraste, la IgG no fue relacionada con protección (Stanley, 2001; 

Haque y cols., 2000). Se ha visto que las cisteinproteasas de E. histolytica degradan 

tanto IgA como IgG, lo cual puede limitar la efectividad de la respuesta humoral del 

huésped (Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000).  

En otros estudios de AHA se han determinado niveles de IgM y se ha observado que 

su presencia no es tan marcada como ocurre con IgG, y por tanto no diferencia una 

infección pasada de una reciente (Jackson y cols., 1984); en el estudio de Pinilla y 

colaboradores se reporta una sensibilidad de 18% y especificidad de 100% para un 

punto de corte de 0,511 de ELISA IgM (Pinilla y cols., 2004); otro estudio utilizando 

detección de IgM específica contra lectina de adhesión tiene mayor sensibilidad 

(Sathar y cols., 1988). Es importante tener en cuenta que mediante las técnicas de 

biología molecular como el PCR se puede diferenciar una infección reciente de una 

pasada con reportes de sensibilidad y especificidad mayores del 90% (Zengzhun y 

cols., 1999; Haque y cols., 2000). 

Se ha observado en el suero de pacientes con amibiasis invasiva previa o pacientes 

infectados que tienen títulos altos de anticuerpos contra el trofozoìto de E. histolytica, 

resulta ser amebicida a través de activación del complemento; en algunos pacientes 

con AHA se encuentran niveles bajos de C3 y normales de C1, un hallazgo que 

sugiere activación de la vía alterna del complemento (Salata y Ravdin, 1986), 

generando componentes que pueden lisar E. dispar y a los cuales escapa E. 

histolytica, su resistencia está dada en virtud a la lectina de adhesión de 170 kDa que 

tiene reactividad cruzada antigénica con la proteína CD59 de las células sanguíneas, 

proteína reguladora del complemento, al inhibir la inserción en la membrana de C9 

(Petri y cols.,1991). 

Por otra parte, las anafilotoxinas C3a y C5a (potentes estimulantes de respuesta 

inflamatoria) son degradadas por cisteinproteasas amebianas, mecanismos que se 

han implicado en la patogenia de la amibiasis, considerándose un factor necesario 

para la invasión o diseminación in vivo (Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000; 

Reed, 2000). Se ha demostrado que cepas aisladas causantes de AHA son resistentes 

a lisis mediada por complemento y la inducción de depleción del complemento 

aumenta la susceptibilidad para desarrollar AHA (Salata y Ravdin, 1986). 
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La contribución de la respuesta humoral a la inmunidad protectora no ha sido 

establecida, aparentemente no previene infecciones posteriores que pueden ocurrir 

inclusive con títulos altos de anticuerpos, esto es sorprendente dado que estudios en 

ratones inmunodeficientes y realizando transferencia pasiva de anticuerpos contra 

proteína rica en serina y cisteína de E. histolytica, lipofosfoglicanos y lectina de 

adherencia de 170 kDa han resultado en protección contra la formación de AHA y 

reducción en tamaño del absceso de 24,5 % a 3,5 % (p<0,0001) (Haque y cols., 2000; 

Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000; Reed, 2000). Además, el suero inmune 

tiene efectos citolíticos sobre trofozoítos, inhibe su crecimiento, neutraliza la virulencia 

e inhibe la eritrofagocitosis, lo cual sugiere el papel protector de los anticuerpos, 

aunque para algunos autores esto es discutible, lo que no se pone en duda es su valor 

en el diagnóstico y en estudios epidemiológicos de la amibiasis (Martínez-Palomo, 

1989).  

Con base en lo antes expuesto, se considera que tanto la inmunidad celular como la 

humoral no son efectivas contra E. histolytica invasiva, por lo que resulta de 

importancia estudiar mecanismos neuroinmunes mediados por el sistema nervioso 

autónomo en la regulación de la inmunidad innata durante el AHA. 

1.5. Interacción Neuro-Inmune   

En la década de 1970 Branislav D. JaNkovic un pionero de la neuroendocrino-

inmunología, sostenía que el sistema inmune debería considerarse un multisistema 

integrado  por elementos neuroendocrinos e inmunes (Correa y cols., 2007). Como se 

conoce, todos los órganos de la Respuesta Inmune están inervados y casi todos los 

receptores para neurotransmisores están presentes en las células inmunes. Estos 

hechos han creado la ciencia llamada neuroinmunología, que examina las 

interacciones homeostáticas entre los sistemas inmune y nervioso en los procesos de 

resistencia del hospedero. Hay mucha evidencia in vitro que muestra un papel 

regulador de diversos neurotransmisores sobre las células del sistema inmune; por 

ejemplo, en general los glucocorticoides, la acetilcolina y los andrógenos deprimen la 

respuesta inmune, mientras que los estrógenos, la hormona del crecimiento, la 

tiroxina, noradrenalina y la insulina hacen lo opuesto (Roitt y cols., 2003). Sin 

embargo, las comunicaciones complejas creadas por las interacciones inmuno-

neurales en los sitios del reto antigénico y dentro de los órganos inmunes no pueden 

llevarse a cabo en cultivo de tejidos, por ejemplo en timo, bazo y ganglios linfáticos 

que están ricamente inervados por el sistema nervioso simpático. En estas terminales 
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nerviosas la enzima dopamina beta-hidroxilasa cataliza la conversión de dopamina en 

el neurotransmisor noradrenalina, que es liberada de las neuronas simpáticas a estos 

tejidos, este neurotrasmisor tiene función quimiotáctica. Los ratones en los que se 

produjo la deleción del gen de esta enzima por recombinación homóloga fueron más 

susceptibles a la infección por patógenos intracelulares, y en ellos hubo un mayor 

deterioro de la producción de citocinas tipo Th1, como IFN-γ y TNF-α en respuesta 

contra la infección. Estas observaciones sugieren que la noradrenalina puede 

desempeñar un papel importante en la determinación de la potencia de la respuesta 

inmune. Por otro lado, se ha observado que los nervios simpáticos que inervan 

ganglios y vasos linfáticos están involucrados en la regulación del flujo de linfa y 

pueden participar en el control de la migración de las células dendríticas que tienen 

receptores beta-adrenérgicos, desde los sitios inflamatorios hasta los ganglios 

linfáticos locales (Roitt y cols., 2003). En experimentos previos se ha demostrado que 

la denervación simpática de la piel muestra una infiltración leucocitaria muy reducida 

en respuesta al daño local, lo que relaciona a este sistema con el reclutamiento de 

leucocitos (Roitt y cols., 2003; Correa y cols., 2007). 

Estos hechos han enfocado la atención sobre sistemas de modelos in vivo. Los 

experimentos mostraron que los nervios son importantes reguladores de los órganos 

linfoides y también de las reacciones inflamatorias/inmunes. Así, el Sistema Nervioso 

Central (SNC) regula el sistema inmune a través de dos principales mecanismos: (a) 

la respuesta al estrés hormonal con producción de glucocorticoides mediante el eje 

hipotálamo hipófisis adrenal y (b) el Sistema Nervioso Autónomo (SNA), con la 

liberación de noradrenalina y acetilcolina. El SNC puede también regular el sistema 

inmune de manera local, vía el Sistema Nervioso Periférico (SNPe), con la liberación 

de neuropéptidos como la sustancia P y la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) 

liberada localmente (Crofford y cols., 1992). Por lo tanto, el SNC regula al sistema 

inmunitario a través de rutas sistémicas, regionales y locales; el SNPe provee una 

primera línea de activación de defensa al sitio local de la inflamación a través de la 

liberación de neuropéptidos que generalmente incrementan la respuesta inflamatoria 

local. El Sistema Nervioso Simpático (SNS) (ó adrenérgico) y el Sistema Nervioso 

Parasimpático (SNP) (o colinérgico) por lo general inhiben el proceso inflamatorio a 

nivel regional, a través de la inervación de órganos inmunes y donde se desarrolla el 

proceso inflamatorio. La respuesta neuroendocrina controla la respuesta inflamatoria a 

través de la activación de los ejes hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA), por medio del 

efecto anti-inflamatorio de los glucocorticoides liberados por la corteza adrenal, por el  

eje hipotálamo-hipófisis-gonadal (HHG) a través de hormonas liberadas desde los 
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ovarios y testículos y por el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides (HHT) por medio de 

hormonas tiroideas liberadas desde la glándula tiroides (Sternberg, 2006).  

La conexión más conocida entre los sistemas inmune y neuroendocrinos, es la 

formada por el eje HHA, en el que cuando ciertos tipos celulares del sistema inmune 

en reacción a una respuesta a patógenos secretan las citocinas: IL-1, la IL-6 y el TNF-

α, las cuales estimulan vías aferentes vagales que estimulan al hipotálamo, liberando 

corticotrofina (CRF), esta hormona a su vez estimula la hipófisis para secretar la 

hormona adrenocorticotrófica (ACTH), la cual estimula las glándulas suprarrenales que 

secretan los glucocorticoides. Este eje de regulación se esquematiza en la figura 5.  

Los glucocorticoides regulan la actividad de las células Th1 y macrófagos, de modo 

que se completa el circuito de retroalimentación negativa (Lapid-Volosin y cols., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Comunicación bidireccional entre el sistema Inmune y el SNC. El eje hipotálamo- hipófisis- suprarrenal 

(HHS) regula las concentraciones sistémicas de cortisol producido por la glándula suprarrenal a través de la 

regulación del factor liberador de corticotrofina (CRF) y de la hormona adrenocorticotrófica (ACTH). A su vez, la vía 

neuronal regida por estímulos provenientes del hipotálamo y del sistema nervioso autónomo, influye sobre la función 

inmune a través de neurotransmisores y neuropéptidos que interaccionan con linfocitos T, B, células dendríticas y 

macrófagos. Por otro lado, las citocinas pro-inflamatorias TNF α, IL-1 e IL-6 modulan funciones nerviosas a través 

de nervios sensoriales aferentes (Nervio Vago), localizados en órganos linfáticos secundarios y en los tejidos 

inflamatorios (Sternberg, 2006). 

        Webster y Sternberg,  2005                           Sternberg, 2006 

 



                                                                          [Introducción y antecedentes] 

Tesis doctoral Página 20 

 

 

1.5.1  El Sistema Nervioso Autónomo 

El sistema nervioso parasimpático (SNP) 

El SNP (o colinérgico) es una división del sistema nervioso autónomo que consiste 

en fibras nerviosas proyectadas desde las porciones craneal y sacra del sistema 

nervioso central y que se extiende a células nerviosas (ganglio) en sitios específicos. 

Estas fibras son distribuidas a vasos sanguíneos, glándulas y otros órganos internos. 

Las funciones del parasimpático incluyen, entre otras, la disminución del gasto 

cardíaco, glucogénesis hepática, contracción de la vesícula biliar, secreción de insulina 

y jugos gástricos; dilatación de los vasos sanguíneos periféricos y contracción de los 

bronquios, constricción pupilar y estimulación del peristaltismo en el tubo digestivo. 

El SNP modula la respuesta inmune a nivel regional a través de fibras eferentes y 

aferentes del nervio vago, este nervio también es el responsable de enviar la señal de 

aviso desde un sitio inflamado al cerebro, a través de receptores para IL-1 expresados 

por células paraganglionares localizadas en ganglios parasimpáticos (Sternberg, 

2006).  

El neurotransmisor parasimpático es la acetilcolina que se une a dos tipos de 

receptores; nicotínicos y muscarínicos; cada uno consiste en varias subunidades que 

heterodimerizan en las células y tejidos específicos para los diferentes efectos 

colinérgicos. Hay receptores colinérgicos en células inmunes, pero sólo receptores 

nicotínicos median específicamente efectos anti-inflamatorios en macrófagos y 

neutrófilos. 

Dentro de los receptores colinérgicos, principalmente expresados en macrófagos y 

neutrófilos, está el nicotínico α7. La activación de este receptor sobre macrófagos 

inhibe la activación del factor de transcripción NF-κB, inhibiendo a su vez la síntesis de 

citocinas pro-inflamatorias, también se afecta o se inhibe JAK2 y de esta manera se 

inicia la acción de factores anti-inflamatorios como STAT3 y SOCS3.  

Durante la fase de inflamación, las fibras colinérgicas liberan acetilcolina, que inhibe la 

producción de TNF-α por los macrófagos. Se ha descrito que durante el shock tóxico a 

través de la liberación de la acetilcolina desde el vago tiene un importante papel en 

prevenir el exceso de inflamación. Animales vagotomizados inyectados con 

lipopolisacárido, mueren por el llamado choque séptico, debido a la exacerbada 

respuesta inflamatoria secundaria a la elevada producción de TNF-α. En conclusión, la 

acetilcolina inhibe la producción excesiva de citocinas pro-inflamatorias al contacto con 

un antígeno (Borovikova y cols., 2000; Sternberg, 2006). 
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El efecto del SNP sobre el tráfico de leucocitos es menos conocido; se ha demostrado 

que la acetilcolina estimula macrófagos e incrementa la producción de CCL2, 

quimiosina atrayente de linfocitos. Por otro lado, el estímulo del nervio vago y 

secreción de acetilcolina tiene efecto sobre receptores colinérgicos en el endotelio 

vascular, donde inhiben el reclutamiento de células por la supresión de la expresión de 

VCAM1 en células endoteliales (Sternberg, 2006). 

 

Por otra parte, vías aferentes parasimpáticas proporcionan señales de 

retroalimentación hacia el SNC desde los sitios de daño, infección e inflamación. Por 

ejemplo, el nervio vago lleva de regreso las señales hacia el SNC desde los órganos 

viscerales, para posteriormente activar el eje HHA y modular la respuesta inmune a la 

infección mediante la liberación de glucocorticoides, como ya se había mencionado, 

(EleNkov y cols., 2000; Befus y cols., 1999). 

 

El sistema nervioso Simpático (SNS) 

El SNS (o adrenérgico) es la otra división del sistema nervioso autónomo, consiste en 

fibras que se proyectan desde el sistema nervioso central, a los ganglios 

paravertebrales de la médula espinal y algunos paraganglios, desde donde inervan a 

los órganos blanco, como: corazón, riñones, intestino, bazo, glándulas, etcétera. En 

general, los nervios simpáticos dilatan la pupila, constriñen los vasos sanguíneos 

periféricos e incrementan el gasto cardiaco (Sternberg, 2006). 

Durante las infecciones y en paralelo con la respuesta de fase aguda, se activa el 

sistema nervioso simpático, incluyendo la liberación masiva de las Catecolaminas 

(Cas) adrenalina y noradrenalina, hacia la circulación general. Las Cas son 

reguladores importantes de la respuesta de fase aguda, que es una reacción de 

defensa de emergencia (Sternberg, 2006). 

  

La noradrenalina (NA) y el neuropéptido Y (NPY) coexisten en las fibras 

adrenérgicas post ganglionares que llegan a los tejidos linfoides. Se ha descrito que la 

interacción de estos neurotransmisores con sus receptores específicos en las células 

inmunes, se hacen en dos principales patrones: la NA es activadora de las funciones 

celulares inmunes principalmente de las células Nk, macrófagos, linfocitos T y B; 

mientras que el NPY tiene funciones inhibidoras o inmunomoduladoras sobre las 

mismas células, principalmente sobre las Nk, las fibras nerviosas que contienen NPY 

acompañan a los vasos sanguíneos regulando el flujo sanguíneo. La administración de 

Cas en humanos induce al aumento de la migración de las células NK en las primeras 
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2-4 hrs, aunque a lo largo del tiempo induce una disminución de sus funciones, en 

mayor medida atrae a los granulocitos hacia los sitios específicos.  

 

El efecto de las Cas sobre la inmunidad celular adquirida es inhibir la respuesta Th1 y 

activar la respuesta Th2 (inmunidad humoral). Como se sabe, el principal factor que 

gobierna el resultado de las infecciones es la selección de una respuesta Th1 o Th2 de 

la respuesta inmune adaptativa durante y después de la invasión inicial del huésped 

(EleNkov y cols., 2000), las Cas también afectan la inmunidad innata, al inhibir la 

fagocitosis y la liberación de enzimas lisosomales por los neutrófilos (Zurier y cols., 

1974), a dosis bajas inhiben el estallido respiratorio de los neutrófilos asociado con la 

desgranulación (Nelson, 1987); aún más, la generación de superóxidos y la formación 

de radicales de oxígeno son suprimidos a concentraciones nanomolares de 

adrenalina, estos efectos se dan por la estimulación de receptores beta adrenérgicos 

(beta 2). Por otra parte, también se conoce que los efectos sobre la inmunidad innata y 

adquirida, son activados y modulados por las Cas si éstas interactúan con los  

receptores alfa adrenérgicos. En presencia de 2 potentes quimioatractantes, el 

leucotrieno B4 y el formil-metionil-leucil-fenilalanina, la estimulación de receptores beta 

también inhibe la quimiotaxis de los neutrófilos humanos (EleNkov y cols., 2000). 

 

En el estudio de los efectos del SNS se emplean bloqueadores de la síntesis de 

catecolaminas, entre los que destacan la 6-hidroxidopamina y la 5-hidroxidopamina, 

cuyo efecto es inducir la atrofia reversible de las terminales noradrenérgicas a través 

de una pérdida de la integridad de la membrana, provocada por la disminución de 

producción de peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo (Picklo, 1997). Como 

resultado, los receptores adrenérgicos de los linfocitos no son activados modificando 

así las funciones de las células inmunes dependientes de este sistema (Ackerman y 

cols., 1991).  

 

1.6. Inervación del Hígado 

 

El hipotálamo se relaciona con el hígado a partir del núcleo ventromedial que envía 

señales simpáticas a través del ganglio celíaco; mientras que el área lateral 

hipotalámica le envía señales parasimpáticas por la vía del nervio vago. Los diferentes 

nervios que inervan el hígado liberan noradrenalina y acetilcolina, así como 

neuropéptidos como la sustancia P, Neuropéptido Y, polipéptido intestinal vasoactivo, 

somatostatina, glucagon, neurotensina, serotonina y galanina (Roskams y cols., 2004). 
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Los nervios aferentes al hígado llegan por la vena porta, la arteria hepática o el 

conducto biliar antes de entrar al parénquima. Los nervios somáticos se originan en los 

segmentos medulares espinales de T-7 a T-10 e inervan al hígado por vía del ganglio 

celíaco, mientras que las fibras parasimpáticas se proyectan al hígado desde el nervio 

vago (Winfried y cols., 2004) 

 

1.7. Células Inmunes del Hígado 

 

Las células inmunológicas más abundantes en el hígado son las células de Kupffer, 

que representan a los macrófagos residentes del hígado, bajo estimulación producen 

varias citocinas pro-inflamatorias: TNFα e IL-1. Las células T son del tipo CD4, CD8 y 

NKT1, éstas últimas representan del 20% de la población hepática de células T; 

también hay muchas células Nk que aumentan durante la inflamación hepática y se 

activan para inducir muerte por citotoxicidad. Las células dendríticas están 

concentradas en las áreas periportales y las venas hepáticas sublobulares, así como 

en la cápsula de Glison, es decir, en lugares opuestos a donde se localizan las células 

de Kupffer. Las células T se distribuyen a lo largo de las tríadas portales. Las 

moléculas ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina se activan en las células endoteliales por 

TNFα, por lo tanto promueven la migración leucocitaria a través de sus paredes. La 

hepatitis provocada en ratones a quienes se ha inducido degeneración de los nervios 

adrenérgicos por tratamiento previo con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), sufren una 

fuerte exacerbación del proceso inflamatorio, indicado por una drástica elevación 

plasmática de TNFα, el efecto se puede revertir por el tratamiento con un inhibidor de 

6-OHDA. Se ha demostrado la presencia de receptores adrenérgicos en células T, 

macrófagos, células dendríticas y también en los hepatocitos; el efecto de la 

adrenalina sobre las células inmunes a través de receptores β2 es disminuir la 

producción de citocinas, mientras que en los hepatocitos es de aumentar la 

glicogenólisis (Winfried y cols., 2004). 
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2. Justificación 

Existen dos tipos de respuesta inmune contra E. histolytica, la adquirida y la innata. 

Con respecto a la primera se sabe mucho acerca de componentes y mecanismos de 

modulación, incluso se ha visto que la respuesta humoral contra E. histolytica se 

desarrolla tanto a nivel sistémico (IgG) como local (IgA) en el ser humano (Ravdin y 

Kelsall, 1994; Stanley y cols., 1998; Stanley, 2001) y en modelos animales (Prabir y 

cols., 2000), lo que indica que la respuesta inmune adquirida se induce de manera 

temprana durante la invasión por el parásito, pero la contribución de la respuesta 

humoral a la inmunidad protectora no ha sido establecida. Y con relación a la 

respuesta inmune innata se conoce poco, ya que se ha demostrado que la función que 

pudiera estar desempeñando en los individuos, es específica contra este parásito, en 

una inmunidad protectora, esta respuesta es representada por las células Nk, 

neutrófilos y macrófagos. Esta inmunidad innata contra E. histolytica no está del todo 

dilucidada. Con base en lo que se ha estudiado en diferentes modelos animales, sería 

importante conocer la posible influencia reguladora que puede tener el sistema 

nervioso autónomo sobre las células del sistema inmune innato en el hígado ante 

agresiones por parásitos en modelos susceptibles como la amibiasis hepática en 

hámster, este posible mecanismo es importante en la activación de células inmunes y 

su intervención en la inmunomodulación para alcanzar la homeostasis. 

 

3. Planteamiento del Problema  

 

Como se indagó con anterioridad, ciertas células del sistema inmune innato tales como 

neutrófilos y macrófagos pueden destruir in vitro a trofozoítos de E. histolytica, por otra 

parte, hay evidencias de que en animales resistentes tales como el ratón y la rata los 

neutrófilos son importantes para evitar la invasión amebiana del hígado. Por el 

contrario, en el hámster (modelo susceptible) los neutrófilos y macrófagos no parecen 

ser capaces de destruirla, al igual que pasa con el humano, ya que se han observado 

distintos compuestos que libera E. histolytica a distancia, los cuales inhiben la acción 

de estas células inmunes, aún más, estas células pueden ser responsables del daño 

de los hepatocitos y contribuir a la formación de los abscesos. Por lo tanto, la 

susceptibilidad del hámster puede depender de diferencias en los mecanismos y 

grados de activación de estas células, así como puede estar relacionado con 

diferentes grados de activación del sistema nervioso autónomo (simpático y 

parasimpático) por la liberación de ciertos neuropéptidos, neurotransmisores y 

hormonas que pudieran tener efectos sobre el sistema inmune ante esta parasitosis. 
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4. Hipótesis 

Si el Sistema Nervioso Autónomo (simpático y parasimpático) participa en la 

regulación de la respuesta inflamatoria a la infección hepática por E. histolytica, 

ocurrirán cambios en las características de la respuesta inflamatoria en los animales 

infectados parasimpatectomizados o simpatectomizados.  

  

5. Objetivo General 

Analizar la participación del los sistemas simpático y parasimpático en el proceso 

inflamatorio en la infección hepática por E. histolytica en el hámster.  

 

6. Objetivos Particulares 

1. Establecer las técnicas de denervación simpática y parasimpática. 

2. Analizar los cambios morfológicos e histológicos del hígado durante la infección 

con trofozoítos de E. histolytica.  

3. Evaluar los efectos de la simpatectomía y parasimpatectomía hepática sobre 

las células de la respuesta inmune innata durante la infección amibiana. 

4. Correlacionar los efectos de la simpatectomía y parasimpatectomía hepática 

con citocinas anti y pro-inflamatorias durante el desarrollo de la infección 

amibiana 

 

7. Material y Método 

 

7.1. Animales 

 

Hámsteres machos dorados (Mesocricetus auratus), de 6 a 8 semanas de edad, de 

100 a 150 g de peso, fueron previamente tratados con metronidazol (7.5 mg/ kg/5 

días) para eliminar parásitos intestinales. Los animales fueron mantenidos con ciclos 

de luz/oscuridad (12:12), la dieta consistió en trozos de Purina y agua ad libitum. Los 

animales fueron divididos en seis grupos de 6 animales cada uno: tres grupos se 

utilizaron para estudiar los efectos de la vagotomía: control (animal intacto), falsa 

vagotomía (sham-vagotomizado) y vagotomizado (vag) (con sección de las ramas 

aferentes vagales al hígado. Los tres grupos restantes se utilizaron para el estudio de 

los efectos de la simpatectomía química: control (animal intacto), falsa simpatectomía 

(sham+solución salina) y simpatectomía química (sim) (5-hidroxidopamina). Los 

animales fueron tratados de acuerdo con las reglas de la Comisión de bioética de la 
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Universidad Autónoma de Aguascalientes, acorde con la guía NHI para la 

investigación con animales (Guia para el cuidado y uso de animales del laboratorio, 

2002).        

7.2. Cultivo de trofozoítos de E. histolytica en medio axénico. 

 Trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM-1: IMSS (Fase V virulenta) se cultivaron en 

medio axénico de acuerdo con el procedimiento de Diamond (1978) (apéndice A). 

 

7.3. Vagotomía quirúrgica en el hámster 

El procedimiento quirúrgico de la vagotomía ha sido descrito por Tanaka y col (1987). 

Brevemente, la vagotomía se realizó bajo microscopio de disección (Carl Zeiss West 

Germany OPMI 19-FC), seccionando la rama hepática vagal, la cual procede del 

tronco vagal anterior, que atraviesa la cara anterior del esófago, inmediatamente por 

debajo de su emergencia subdiafragmática. Una vez identificada la rama nerviosa que 

se dirige al hilio hepático se diseca y se secciona en una longitud de un cm 

aproximadamente. Para completar la vagotomía de fibras procedentes de otras 

fuentes, se cortan las membranas que unen el hígado con el resto del esófago y el 

estómago. 

 

Figura 6. Se esquematiza el sistema abdominal vagal y por lo tanto las ramas axonales que inervan al hígado. La 

doble línea roja esquematiza la localización para seccionar la rama hepática del nervio vago (Tanaka y cols., 1987). 

 

7.4. Simpatectomía química 

El bloqueo de las funciones simpáticas se realizó químicamente administrando 5-

hidroxidopamina a dosis de 40 mg/kg/día/15 días/vía intraperitoneal (EleNkov y cols., 

2000; Mircoli y cols., 2002). Al final del tratamiento, los animales se inocularon con los 

trofozoítos. 

 

7.5. Inducción del absceso hepático amebiano (AHA). Inoculación 

intrahepática de trofozoítos de E. histolytica 

Quince días después de la denervación vagal y simpática (Myrtha, 2006), los animales 

fueron infectados. Brevemente, cada animal fue inoculado con 300,000 trofozoítos 
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suspendidos en 100 µl de medio de cultivo en el parénquima del lóbulo derecho del 

hígado, que de forma previa fue expuesto por incisión por planos de las paredes 

abdominales en condiciones de asepsia. Una vez realizada la inoculación, se procedió 

a inhibir la hemorragia local con un trozo pequeño de Gelfoam estéril, al final se cerró 

la pared abdominal por planos. Los animales se sacrificaron a los 7 días como tiempos 

máximos de infección amebiana. Al sacrificio, se tomaron  muestras de tejido hepático, 

se fijaron en formalina, se incluyeron en parafina, se obtuvieron cortes de  5 µm de 

espesor con un micrótomo de rotación (Leica RM 2125RT)  y se tiñeron con 

hematoxilina-eosina (HE), Mason, PAS (Luna, 1968) e inmunohistoquímica. Otros 

fragmentos del hígado se fijaron en glutaraldehido, y se procesaron para Microscopía 

Electrónica de Transmisión (MET) (Ventura-Juárez y cols., 2002). 

 

7.6. Técnicas de HE, Mason y PAS  

Cortes de tejido hepático se tiñeron con HE, Mason y PAS. Apéndices B, C y D (Luna, 

1968). 

 

7.7. Inmunohistoquímica para neurofilamentos de bajo peso molecular 

(NF-68 kDa) 

Para esta técnica se requirió realizar fijación del hígado por perfusión cardiaca. Para 

esto se aplicó solución salina por el ventrículo izquierdo, y posteriormente se cortó el 

ventrículo derecho para eliminar la sangre de los vasos sanguíneos, una vez que la 

solución salina que salía por el ventrículo derecho estaba libre de sangre, se pasó una 

solución de paraformaldehido al 4% para fijación in situ, después se obtuvo el hígado 

del animal perfundido y de éste la región del hilio, posteriormente la muestra se 

sumergió en un crioprotector (tissue teck) y se congeló en nitrógeno líquido para 

posteriormente obtener cortes de 5 micras en el criostato. Por inmunohistoquímica 

(apéndice E) se buscó la presencia de neurofilamentos (68 kDa) en fibras nerviosas en 

esta región del hígado.    

 

7.8. Inmunohistoquímica para neutrófilos, macrófagos, células Nk 

Se utilizaron anticuerpos específicos para neutrófilos (Anti-MPO), macrófagos (Anti-

CD68) y células Nk (Anti-NKR-P1) (apéndice F).  
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7.9. Inmunohistoquimica para amibas 

Para la inmunotinción de los trofozoítos de E. histolytica se utilizó un anticuerpo 

policlonal conejo antiamiba (anti HM1-IMMS) preparado en nuestro laboratorio 

(apéndice G). 

 

7.10. Inmunohistoquímica para IFN γ, IL-10 y TNF α 

En cortes de 5 µm procesados por parafina, por inmunohistoquímica se identificaron 

las células positivas para las citocinas TNF-α (sc-8301), IFN-γ (sc-8308) e  IL-10 (sc-

7888)  (apéndice H).  

 

7.11. Cuantificación celular 

Para la cuantificación de los diversos tipos celulares se utilizaron las laminillas teñidas 

con los anticuerpos específicos para cada uno. Se seleccionaron 3 laminillas de cada 

tipo celular por grupo. Se estudiaron con un microscopio de luz y fluorescencia (Zeiss 

Axioscope 40/40 FL) y las imágenes se procesaron con el editor de imágenes Image 

Pro Plus software Versión 4.5.1. El conteo se reportó como la media ± DE (Desviación 

Estándar)  de los tipos celulares y amibas por unidad de área (mm2). Las amibas se 

buscaron tanto dentro como fuera del absceso.    

 

7.12. Cuantificación de glucógeno 

Muestras de hígado de aproximadamente 250 mg, fueron obtenidas a los 15 días post-

vagotomía y post-simpatectomía y se detrminó el contenido de glucógeno utilizando el 

método de Chan y Exton, 1976 (apéndice I). 

 

7.13. Cuantificación de citocinas séricas por ELISA 

Para a determinación sérica de las diferentes citocinas, los animales fueron sangrados 

en los siguientes tiempos: 

 

a) Vagotomizados y Sham-Vagotomizados 

- Antes de la intervención quirúrgica 

- A los 15 días post cirugía  

- Al sacrificio (7 días post infección) 

b) Simpatectomizados y Sham-Simpatectomizados 

- Antes del tratamiento con 5-hidroxidopamina ó solución salina 

-  A los 15 días de tratamiento farmacológico 

- Al sacrificio (7 días post infección) 
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c) A los controles 

- Antes de la inoculación 

- Al sacrificio (7 días post infección) 

     

Las citocinas se midieron utilizando el método de ELISA. Los anticuerpos específicos 

para cada interleucina están dirigidos contra interleucinas humanas, los cuales 

detectan también interleucinas de hámster de una manera sensible y confiable (Bilbo y 

cols., 2002). 

 

En los sueros de todos los animales se determinaron las siguientes interleucinas: TNF-

α (Invitrogen, KAC1751), IFN-γ (Biosource, KAC1231) e IL-10 (Biosource, KAC1322), 

la actividad enzimática de la peroxidasa fue medida a 490nm con un lector de ELISA 

(microplate reader model 550 Bio-Rad) (apéndice J). 

 

7.14. Técnica de Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) 

El procedimiento para la impregnación de tejidos en resina LR White se llevó a cabo 

según lo descrito por Ventura y cols., (2002). Se obtuvieron cortes de 80 nanómetros 

con un micrótomo Ultracut Leica (R-GA-D/E-1/00), luego se colocaron en rejillas de 

níquel de 300 cuadros y se contrastó con acetato de uranilo 1% y citrato de plomo 1%, 

y se observaron las muestras en el MET (Carl Zeiss TEM EM-910) (apéndice K). 

 

7.15. Análisis estadístico 

Los valores se expresan como las medias ± desviación estándar (DE). Para el análisis 

estadístico se utilizó el programa Prisma versión 3.0, utilizando la prueba de t-student 

y la significancia estadística con la prueba de Tukey. Un valor de p<0.05 se considera 

diferencia significativa.  
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8.- Resultados  

 

8.1. Inervación del parénquima hepático en hámster 

Se  identificó la inervación en el hígado del hámster por cortes seriados en el crióstato, 

desde el hilio hepático hasta el parénquima hepático, encontrando que la inervación 

acompaña principalmente a los vasos sanguíneos del tracto portal (Vena Porta, Arteria 

Hepática y conducto Biliar) hasta el parénquima hepático, como se observa en las 

figuras 1a y 1b, donde se identifican fibras nerviosas positivas para neurofilamentos de 

bajo peso molecular (68 kDa). No obstante, en las figuras 1c y 1d se observan fibras 

positivas para neurofilamentos que se distribuyen entre la red de hepatocitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Inervación del hígado de hámster: presencia de fibras positivas para neurofilamentos de bajo peso 

molecular (Nf-68 kDa) asociadas a vasos sanguíneos del tracto portal (a y b); presencia de fibras para este mismo 

tipo de neurofilamentos en el parénquima entre las laminas de hepatocitos (c y d).  
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8.2. Efecto de la vagotomía sobre la síntesis de glucógeno hepático  
 

Se sabe que la acetilcolina incrementa los depósitos de glucógeno hepático (Gerhard, 

2004), por lo que si la vagotomía está bien realizada los depósitos deberán disminuir. 

Por lo que en este trabajo se decidió incorporar la medición de este parámetro tanto a 

nivel histológico (tinción de PAS) como su determinación bioquímica (Chan y Exton, 

1976). En comparación con los cortes histológicos de los diferentes grupos control y 

sham, (figs. 2Aa y 2Ab)  los animales vagotomizados mostraron una menor intensidad 

en la reacción histoquímica para el glucógeno (fig. 2Ac) (Luna, 1968). La cuantificación 

de glucógeno mostró que en comparación con los grupos control y sham, los animales 

vagotomizados tuvieron significativamente menores niveles de glucógeno (3,8 ± 0,13 

mg/ml, versus 4.3 ± 0,08 mg/ml de los grupos control fig. 2B) en el grupo 

vagotomizado, la disminución es corroborada con la técnica histoquímica de PAS, 

debido a que se observó una menor intensidad en la coloración de los tejidos (fig. 

2Ac). Estos resultados sugieren fuertemente que la denervación parasimpática del 

hígado estuvo bien realizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. La vagotomía reduce el depósito de glucógeno. A: Una visión general de la detección histoquímica de 

glucógeno por la técnica de PAS (a-c), el depósito de glucógeno en el citoplasma de los hepatocitos disminuyó, 15 

días post-vagotomía. B: la cuantificación enzimática de glucógeno en 250 mg de tejido hepático muestra una caída 

significativa en los animales vagotomizados. Los valores representan las medias ± DE de tres experimentos 

independientes realizados por duplicado (n = 6) * p ≤ 0,05 en comparación con el control (t-student). 

 

8.3. Efecto de la vagotomía sobre la morfología de los abscesos 

A los 7 días post inoculación de trofozoítos, los animales vagotomizados presentaron 

abscesos hepáticos de mayor tamaño que los encontrados en los grupos control y 

sham. La figura 3B muestra la comparación de los pesos hepáticos entre los diferentes 

a b c 

a b c 
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grupos, mostrando que los abscesos indujeron un mayor peso del hígado de los 

animales vagotomizados (16,75 ± 1,79 g, de los vagotomizados versus  8,5 ± 1,5 g, 5 

± 1,3 g de los grupos control y sham respectivamente  (figs. 3Aa, 3Ab, 3Ac y 3B). La 

histología hepática de los grupos intacto y sham se caracterizó por presentar un 

absceso alrededor de la zona de inoculación de los trofozoítos formado por escasas 

fibras de colágeno alrededor de las áreas de necrosis y abundantes trofozoítos en la 

periferia (figs. 3A d, e, g, h). A diferencia de los grupos control y sham, los 

vagotomizados presentaron un solo absceso en el sitio de inoculación de los 

trofozoitos y un gran número de granulomas no confluentes alrededor del absceso, 

rodeados por una gran cantidad de fibras de colágeno (figs. 3A f, i).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La cuantificación de amibas en los abscesos y en el tejido circundante así como en las 

zonas granulomatosas, mostró una disminución significativa en el número de amibas 

en los animales vagotomizados (0,61 ± 0.17/mm2 versus 1,5 ± 0.22/mm2 del grupo 

Figura 3. La ausencia del sistema parasimpático permite la formación de múltiples estructuras tipo 

granuloma-modificado. A: El tamaño de las lesiones amibiana, 7 días post-inoculación, se muestra en 

las figuras a-c. En los cortes histológicos encontramos lesiones tipo granuloma (*) (d y e) y múltiples 

estructuras tipo granulomas-modificados (+) (f). Las figuras g y h muestran lesiones tipo granuloma con 

áreas de necrosis (*), rodeadas por fibras de colágeno (#), en la figura i hay una estructura tipo 

granuloma modificado (+) delimitado por abundantes fibras de colágeno (#), con la ausencia de áreas 

necróticas. B: Porcentaje de peso de AHA en relación con el peso total del hígado. El peso en los 

animales vagotomizados fue significativamente mayor con relación al control. Los valores representan 

las medias ± DE de seis animales diferentes  (**p ≤ 0.01 comparado con los controles) (t-student). 
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intacto. fig. 4B). También se observaron diferencias en los patrones de distribución de 

las amibas dentro y fuera del  los abscesos, así, en comparación con el grupo control, 

en los animales vagotomizados se observaron fragmentos amibianos en la superficie 

interna del absceso (figs. 4A c, f) y escaso infiltrado inflamatorio (flechas dobles) 

alrededor de los granulomas. En los grupos intacto y sham se encontraron gran 

cantidad de amibas, principalmente en la zona marginal del absceso, mientras que en 

el tejido sano de la zona periférica, se observaron escasas amibas diseminadas (5 ± 

0.7/mm2 y 2 ± 0,37 mm2, respectivamente; fig. 4B). Rodeando a la zona de necrosis se 

encontró infiltrado inflamatorio bien organizado (flechas dobles, fig. 4A d). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La microscopía electrónica de los animales vagotomizados mostró a los granulomas 

constituídos básicamente de células epitelioides, rodeando los fragmentos de 

trofozoítos (flecha, figs. 5a y 5b).  

En la periferia, se encontraron restos de neutrófilos (flechas), hepatocitos reactivos  

que con una gran cantidad de vacuolas citoplásmicas (fig. 5c) y macrófagos (flecha 

corta, fig. 5d). Estas observaciones muestran que la vagotomía induce una respuesta 

inmune temprana que resulta en una disminución de la invasión amebiana. 

Figura 4. Distribución de trofozoítos de E. histolytica en lesiones amibianas. A: en las figuras a-c, encontramos 

amibas (flechas) en el absceso (*). En las figuras d y e se muestra una distribución clásica de trofozoítos (flecha), los 

cuales se encuentran dentro y fuera del absceso (*), rodeado por abundante infiltrado inflamatorio (doble flecha). La 

figura f muestra múltiples estructuras  tipo granoloma-modificado (+) que contiene fragmentos de amibas (flechas), 

en presencia de muy poco infiltrado inflamatorio. B: Cuantificación de trofozoítos de E. histolytica dentro y fuera de 

las lesiones amebianas. Hemos observado que la ausencia del nervio vago impide la invasión y la proliferación 

amibiana en comparación con el control. Representa los valores medios ± DE de tres animales distintos. Los 

Experimentos se realizaron por cuadriplicado (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 en comparación con el control de animales) t-
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Figura 5. La ausencia del nervio parasimpático promueve la encapsulación de fragmentos amibianos por las células 

epitelioides. A través de las preparaciones por MET se muestra las estructuras tipo granuloma-modificado. En las 

figuras a y b, se muestra un fragmento de una amiba (flecha), rodeada por células epitelioides (*). La figura c muestra 

varios hepatocitos granulados (+) y neutrófilos (flechas). En la figura d se observan macrófagos cercanos a las 

estructuras tipo granulomas (flecha corta). 

 

El estudio hitológico de las células de la inmunidad innata (neutrófilos, macrófagos y 

células Nk), mostró diferentes patrones de número y distribución en los diferentes 

grupos de animales experimentales.  

En el grupo control se encontró un aumento del número de neutrófilos (36 ± 1.5/mm2; 

fig. 6B), los cuales se ubicaron en la periferia de los abscesos, marginando a las 

amibas (flecha doble, fig. 4A a). En comparación, el grupo vagotomizados mostró una 

disminución significativa en el número de neutrófilos (18 ± 1.7/mm2) (p<0.01 control 

versus vagotomizado) (figs. 6Ac y 6B), los cuales se localizaron principalmente 

alrededor y en el centro de los granulomas (fig. 4Af).  

La comparación entre el grupo control con el vagotomizado, no mostró diferencias 

signifiativas en el número de macrófagos. En cuanto a su distribución, en los animales 

control los macrófagos se encontraron en el parénquima próximo al absceso (flecha en 

la fig. 6A d), mientras que en los vagotomizados, los macrófagos se localizaron en el 

interior de los granulomas (flecha en figs. 6Af y 6B). En relación con las células Nk, 

estas se encontraron en los sinusoides hepáticos y en las áreas necróticas de 
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loscesos en todos los grupos, sin diferencias significativas entre los diferentes grupos 

(flechas en las figs. 6A g-i y 6B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.4. Papel de la denervación parasimpática en la producción de INF-γ, 
TNF-α e IL-10 séricos en modelos de AHA 
 
El sistema inmune está regulado por el SNA a través de la respuesta inmune celular 

Th1 y Th2. La Inmunidad Th1 se caracteriza por la expresión de citocinas pro-

inflamatorias, como INF-γ, IL-2 y TNF-α, que conducen a diferenciación de 

macrófagos, células Nk y células T citotóxicas. La inmunidad Th2 o inmunidad humoral 

se caracteriza por la producción de citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-

13, que estimulan la diferenciación de eosinófilos, mastocitos y linfocitos B, para una 
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Figura 6. Reclutamiento de células 

inmunes. A: las figuras a, b y c muestran 

células marcadas para mieloperoxidasa 

(flechas) (neutrófilos) rodeando el AHA. 

Las figuras d, e y f muestran células 

marcadas para CD68 (flecha), ubicadas 

en forma aleatoria en la periferia del 

AHA en los animales control (d y e) y  en 

el centro de estructuras granuloma-

modificado en animales vagotomizados 

(f). Las figuras g, h, i muestran células 

marcadas para NKR-P1, que 

corresponden a celulas Nk (flechas 

blancas), ubicadas en el AHA. 

B: Cuantificación de células inmunes en 

AHA. La vagotomía reduce 

significativamente la presencia de 

neutrófilos, pero no el número de 

macrófagos o células Nk. Los valores 

representan las medias ± DE de tres 

animales distintos. Los experimentos se 

realizaron por cuadriplicado (# p ≤ 0,05, 

con respecto a los animales sham, ** p ≤ 

0,01 en comparación con el control). 

Prueba de Tukey. 

A 

B 

     Neutrófilos        Macrófagos            Células Nk                 
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defensa mediada por anticuerpos contra antígenos extraños. El principal inductor de la 

inmunidad Th1 es IL-12, esto puede inducir la expresión de INF-γ e inhibir la expresión 

de IL-4, que desempeña un papel crítico en la respuesta inmune Th1 (Sierra-Puente y 

cols., 2009). 

En sueros de hámsteres se cuantificaron varias citocinas para determinar la respuesta 

inmune mediada por estas. Fue analizado IFN-γ en relación con la respuesta Th1, IL-

10 como indicador de la respuesta Th2 y TNF-α para la reacción pro-inflamatoria. 

Siete días post-inoculación, en hámsteres con vagotomía + trofozoítos se produjo 

aumento significativo de IFN-γ (67 ± 2,5 pg/ml) en comparación con el control + 

trofozoítos (34,50 ± 6,29 pg/ml). Sin embargo, en hámsteres vagotomizados sin  

trofozoítos disminuyó IFN-γ (44,5 ± 5,77 pg/ml) en relación con el grupo control sin 

trofozoítos (70,75±8,75 pg/ml; fig. 7a). La ausencia del SNP posiblemente se asoció 

con una inmunidad protectora, mediante la regulación de IFN-γ. Se ha reportado que 

valores altos de IFN-γ se asocian con una inmunidad protectora ante la amibiasis (Guo 

y cols., 2008), evitando así la proliferación de E. histolytica y después posiblemente 

una liberación de glucocorticoides o la activación del SNS suprimió el sistema inmune 

innato, proporcionando una retroalimentación negativa para restaurar la homeostasis 

(Sternberg, 2006). 

En hámsteres con vagotomía + trofozoítos se produjo un aumento significativo de IL-

10 (13,1 ± 1,87 pg / ml) en comparación con el grupo control + trofozoítos (7,88 ± 0,75 

pg/ml; fig. 7b), se sabe que IL-10 ejerce efectos anti-inflamatorios en células Th1 y 

monocitos/macrófagos, y regula varias respuestas funcionales de PMN. Por ejemplo, 

se ha demostrado que IL-10 inhibe de forma potente a neutrófilos humanos y la 

producción de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a LPS, LPS + INF-γ y TNF-α 

(Dang y cols., 2006).  La denervación parasimpática también promueve la activación 

de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, ya que posiblemente fué la responsable del 

decremento en el número de neutrófilos una vez que se eliminó el agente causal. Sin 

embargo, en animales vagotomizados sin trofozoítos se encontraron altos niveles de 

IL-10 (34,26 ± 6.87pg/ml) en relación con el control sin trofozoítos (1,89 ± 0,24 pg / ml). 

La vía neuronal colinérgica refleja también en los procesos inflamatorios una 

disminución de las concentraciones séricas de TNF-α durante el shock tóxico, a través 

de la liberación de acetilcolina del nervio vago, lo que indica que esta vía tiene un 

papel importante en la prevención del exceso de las respuestas inflamatorias. En 

consecuencia, la vagotomía exacerba la respuesta inflamatoria en cuanto a TNF-α a 

los estímulos antigénicos (Sternberg, 2006), aunque en nuestro caso no hubo ninguna 

diferencia significativa en los niveles de TNF-α en los animales Sham (63,43 ± 6,43 
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pg/ml) y con vagotomía, ambos grupos mostraron una diferencia significativa en 

comparación con animales control sin trofozoítos (38,43 ± 2,97 pg / ml). 

 Sin embargo, durante el proceso inflamatorio inducido por amibas (control + 

trofozoítos), se observó una inhibición significativa de TNF-α (14,15 ± 4,28 pg/ml) en 

relación con animales control sin trofozoítos (38,43 ± 2,97 pg / ml; la fig. 7c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.5. Citocinas en AHA 

Siete días post-inoculación se detectó un incremento de células INF-γ+ alrededor del 

granuloma en los hámsteres vagotomizados + trofozoítos, mientras que en los 

hámsters infectados control y sham se encontraron menos células positivas (13,5 ± 

2,12 y 3 ± 1.41cels/mm2, respectivamente,  figs. 8Ad y 8B y las figs. 8Ab y c y 8B, 

respectivamente). 

Se observaron más células IL-10+ en hámsteres vagotomizados infectados con 

respecto al grupo control y sham infectados (16 ± 1,4 contra 10,5 ± 2.1 cels/mm2, 

respectivamente; figs. 8Ah y 8B y las figs. 8Af y 4B, respectivamente). IL-10 ejerce sus 

Figura 7. Papel de las citocinas en el proceso inflamatorio causado por E. histolytica. INF-γ, TNF-α e IL-10 

fueron cuantificados por ELISA. La ausencia del SNP en el modelo de AHA inhibió los niveles de INF-γ (a) y 

aumentó los de IL-10 (b). No hubo cambios significativos en los niveles de TNF-α entre sham y vagotomizados 

(c). Los valores representan las medias ± DE de cinco animales diferentes. Los experimentos se realizaron por 

duplicado (p ≤ 0,05, con respecto al control inoculado, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 en comparación con 

el control). Prueba de Tukey. 
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efectos antiinflamatorios en diversos tipos celulares (linfocitos Th1 y macrófagos), 

también regula funciones de PMN. Por otra parte, no hubo cambios en el número de 

células TNF-α+ in situ entre los grupos control, sham y vagotomizados infectados, en 

todos los casos encontramos células positivas en la periferia del absceso (figs. 8Aj, k y 

l). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.6. Efecto de la vagotomía sobre el AHA a las 36 horas post-inoculación 

 
A nivel histológico se analizó la distribución de las amibas en los abscesos a las 36 

horas de evolución, encontrando una alta cantidad de éstas en el hámster 

Citocinas en AHA
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Figura 8. A: La detección de células INFγ +, IL-10 

+ y  TNFα + en lesiones amibianas hepáticas de 

hámsteres vagotomizados. (a, e y i) muestra el 

parénquima hepático de hamsteres control, sham y  

vagotomizado sin trofozoítos de E. histolytica. (b y 

c)  imágenes del hígado inoculados con E. 

histolytica de hámsteres control y sham que 

muestran células INFγ + (flechas), estas células 

fueron localizadas en el infiltrado que rodea las 

lesiones amibiano (*), d) En esta imagen se 

observan células INFγ + ( flechas) en la periferia 

del granuloma modificado inducido por la 

presencia de E. histolytica en hámsteres 

vagotomizados (f y g), se pueden observar células 

IL-10 + (flechas) distribuidas en los alrededores del 

infiltrado en las lesiones amebianas del hígado (*) 

desde el control y el sham, respectivamente. h) Se 

observa la células IL-10 + (flechas) en infiltrado 

inflamatorio en el hígado de los animales 

vagotomizados. (j, k y l) podemos ver células 

TNFα + (flechas) en el infiltrado inflamatorio cerca 

de las lesiones amebianas (*) del control, sham y  

vagotomizado. 

 

B: Papel de citocinas INF-γ, TNF-α y IL-10 en el 

proceso inflamatorio provocado por los trofozoítos de 

E. histolytica. Las barras representan la media ± DE 

del número de células positivas para las citocinas 

cuantificadas por el método de inmunohistoquímica. 

La ausencia del sistema nervioso parasimpático en el 

modelo AHA aumenta los niveles de INF-γ y de IL-10. 

No hubo cambios significativos en los niveles de TNF-

α entre el control y los animales vagotomizados. Los 

valores representan la media ± DE de seis animales 

diferentes. Los experimentos se realizaron por 

duplicado, (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, en comparación 

con el control inoculado; # p ≤ 0,05, en comparación 

con el falso inoculado). Todas las medias fueron 

comparadas estadísticamente mediante la prueba de 

Tukey. 

 

A 

B 

Control                        Control + Trofozoítos     Sham + Trofozoítos          Vag + Trofozoítos Figura 8. A: La detección de células INFγ +, IL-10 + 

y  TNFα + en lesiones amibianas hepáticas de 

hámsteres vagotomizados. a, e y i) muestra el 

parénquima hepático de hamsteres control, sham y  

vagotomizado sin trofozoítos de E. histolytica. b y c)  

imágenes del hígado inoculados con E. histolytica de 

hámsteres control y sham que muestran células INFγ 

+ (flechas), estas células fueron localizadas en el 

infiltrado que rodea las lesiones amibiano (*), d) En 

esta imagen se observan células INFγ + ( flechas) en 

la periferia del granuloma modificado inducido por la 

presencia de E. histolytica en hámsteres 

vagotomizados (f y g), se pueden observar células 

IL-10 + (flechas) distribuidas en los alrededores del 

infiltrado en las lesiones amebianas del hígado (*) 

desde el control y el sham, respectivamente. h) Se 

observa la células IL-10 + (flechas) en infiltrado 

inflamatorio en el hígado de los animales 

vagotomizados. j, k y l) podemos ver células TNFa + 

(flechas) en el infiltrado inflamatorio cerca de las 

lesiones amebianas (*) del control, sham y  

vagotomizado. 
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vagotomizado y en el hámster control (18 ± 2.4/mm2 y 14 ± 1.2 /mm2, respectivamente; 

fig. 9B). La localización de las amibas en los animales vagotomizados fue 

principalmente en el tejido circundante (flecha), contrariamente a los controles donde 

las amibas se localizaron tanto en la región del absceso como en los granulomas (figs. 

9A c, d), también se detectó un amplio infiltrado inflamatorio (flechas) en la cercanía de 

estas estructuras granulomatosas (fig. 9A g). Los macrófagos fueron más abundantes 

en los hámsteres vagotomizados en relación con el control, distribuidos en la periferia 

de las estructuras granulomatosas (figs. 9A k,  i). 

 

Con relación a los animales control, se encontró una gran cantidad de amibas 

principalmente en la zona marginal del absceso (figs. 9A a y b), especialmente en la 

zona de necrosis. En estos animales también encontramos la distribución de un 

infiltrado inflamatorio ya establecido tanto de neutrófilos como macrófagos ordenados 

en la periferia del absceso (flechas en figs. 9A e,f,i y j). 

 

Por último, se encontró indicios de tejido de reparación en animales vagotomizados 

que delimitaba la zona del absceso y los granulomas (fig. 9A n), a diferencia del 

control en el cual encontramos escaso colágeno delimitando la lesión (fig. 9A m). 
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Figura 9. A: Histología de la AHA a las 36 horas para el control y el animal vagotomizado. Las figuras superiores 

muestran los trofozoítos de E. histolytica (flechas) en la periferia del AHA, en los hámsteres de control (A y B) y en 

los granulomas en el hámster vagotomizado (c y, d). Las figuras de en medio muestran PMN (flecha) situado en la 

periferia del AHA (*) en el control (e y f) y alrededor del granuloma en el animal vagotomizado (g y h). Los 

macrófagos se encuentran en la periferia de las lesiones en los animales control (i y j), y en la periferia de los 

granulomas t en los animales vagotomizados (k y l) y, finalmente, en la fila inferior muestran el depósito de colágeno 

el cual es muy bajo en el hámster control (m) en comparación con el abundante en los animales vagotomizados (n). 

B: Cuantificación de células inmunes en el AHA. El hámster vagotomizado aumentó significativamente la presencia 

de neutrófilos, y el número de macrófagos a las 36 horas, mientras que a los 7 días descendió ambas células y se 

encontraba un tejido de reparación organizado, con relación al control el número de estas células permanece 

significativamente constante a las 36 horas y a los 7 días. Los valores representan las medias ± DE de tres animales 

distintos. Los experimentos se realizaron por duplicado (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01,  con respecto a los animales control) 

aplicando la prueba de Tukey. 

 

8.7. Efecto de la simpatectomía sobre la síntesis de glucógeno hepático 
 

Para confirmar la eficacia del procedimiento de la simpatectomía se cuantificó el 

glucógeno para analizar el papel modulador del sistema nervioso simpático, como 

vemos en la figura 10A, hay diferencia en los depósitos de glucógeno en los animales 

simpatectomizados (fig. 10Ac) respecto al grupo control (figs. 10Aa y b) por la técnica 

de PAS (25). La cuantificación de glucógeno por un método enzimático (glucosa 

oxidasa biosistem 11504) muestra un aumento de glucógeno (5,7 ± 0,13 mg / ml) en el 

grupo simpatectomizado (fig. 10B), estos resultados muestran una correlación con la 

reacción histoquímica de PAS en los tejidos donde presenta mayor intensidad de la 

reacción. Por lo tanto, se confirma la eficacia de la simpatectomía debido a un 

incremento en la actividad de síntesis de glucógeno por la ausencia del sistema 

nervioso simpático. 
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Figura 10. La simpatectomía aumenta la producción de glucógeno. A: visión general de la detección histoquímica de 

glucógeno por la técnica de PAS (a-c), como se puede observar, el depósito de glucógeno en el citoplasma de los 

hepatocitos se incrementó a los 15 días post-simpatectomía. B: La cuantificación enzimática de glucógeno en 250 mg 

de muestra de tejido hepático muestra un aumento significativo en los animales simpatectomizados. Los valores 

representan las medias ± DE de tres experimentos independientes realizados por duplicado (n = 6) * p ≤ 0,05 en 

comparación con el animal control. Se aplicó la prueba de la t-student. 

 

8.8. Efecto de la simpatectomía sobre la morfología del AHA 

A siete días post-inoculación, los animales simpatectomizados desarrollaron grandes 

abscesos (12,50 ±1,5 g) (fig. 11B), caracterizados por amplias zonas de necrosis 

hemorrágica rodeada por pocas fibras de colágeno (# en figs. 11A f,i), a su vez, en el 

hámster control los abscesos fueron menores (8,2 ±1,31 g) (fig. 11A a, y en fig. 11B), 

donde hubo lesiones granulomatosas (*) delimitadas por fibras de colágeno (# en figs. 

11A d,g), semejante a lo descrito por otros investigadores (Ventura y cols., 2002; 

Tsutsumi y cols., 1984).  

 

 

 

 

 

 



                                                                                                  [Resultados] 

Tesis doctoral Página 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los animales con simpatectomía, la diseminación de trofozoítos fue más amplia 

hacia la periferia de la lesión y pocas en la región del absceso, por lo tanto, entre 

ambas zonas se encontró un aumento significativo de amibas (5,34 ±0,7/mm2, 1,34± 

0.34/mm2 amibas, respectivamente) (fig. 12B) en relación al control. 

Los animales simpatectomizados presentaron amibas muy diseminadas en el tejido 

(flecha) y escaso infiltrado inflamatorio (figs. 12A c,f), al contrario del control, donde los 

trofozoítos se localizaron en zonas necróticas (*) (2 ± 0,36/mm2 y 4,83 ±0,7/mm2 

amibas) (fig. 12B), y en el infiltrado inflamatorio que rodea al tejido dañado (flechas 

dobles) (fig. 12A d). 

Figura 11. La ausencia del nervio 

simpático induce un proceso 

invasivo muy amplio de los 

trofozoítos en el AHA: A: el 

tamaño de las lesiones amibianas a 

7 días post-inoculación se muestra 

en las figuras (a-c); a nivel 

histológico observamos el AHA con 

lesiones tipo granuloma (*) (d y e) 
y una diseminación amplia de 

trofozoítos sin la presencia de un 

granuloma en el simpatectomizado 

(f). Las figuras g y h muestran 

lesiones tipo granuloma con áreas 

de necrosis (*), rodeado por fibras 

de colágeno (#); en la figura i) se 

observa una escasa cantidad de 

colágeno rodeando el área necrótica 

(#). 

 
B: porcentaje del AHA con relación al 

peso total del hígado. El peso en los 

animales simpatectomizados fue 

significativamente mayor en relación 

con los animales control. Los valores 

representan las medios ± DE de seis 

animales diferentes ≤ (** p 0.01 

comparado con el animal control). La 

prueba aplicada es la t-student. 
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A nivel de microscopía electrónica del tejido lesionado en animales 

simpatectomizados, se observaron varios trofozoítos (flecha) rodeados por algunos 

PMN (flecha gorda) y macrófagos (cabeza de flecha) (figs. 13a y b), (fig. 13d), en la 

figura 13c se observa contacto de un trofozoíto (flecha) con un PMN (cabeza de 

flecha), los trofozoítos presentaron abundantes vacuolas que probablemente 

representen alta actividad de secreción de adhesinas y otros productos liberados, que 

en conjunto manipulen la función de las células inmunes y dañen el tejido, donde a su 

vez los PMN estén contribuyendo al daño mediante la secreción de cistein-proteasas. 

La simpatectomía induce disminución de la respuesta inmune innata y escasa síntesis 

de colágeno, permitiendo aumento en la proliferación e invasión amibiana. 
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Figura 12. Distribución de los 

trofozoítos de E. histolytica en lesiones 

amibianas. A: en las figuras a-c, 

encontramos amibas (flechas) en el 

absceso (*). En d y e, encontramos la 

distribución clásica de los trofozoítos 

(flecha) dentro y fuera del absceso (*), 

rodeado de abundante infiltrado 

inflamatorio celular (flecha doble). En f 

se observa una amplia distribución de 

amibas en el tejido hepático por lo tanto 

más invasivas (flechas), en presencia de 

poco infiltrado inflamatorio celular.  

 

B: Cuantificación de trofozoítos de E. 

histolytica dentro y fuera de las lesiones 

amibianas. Hemos observado que la 

ausencia del nervio simpático permite 

un aumento en la invasión y la 

proliferación amibiana en comparación 

con el control. Representa los valores 

medios ± DE de tres animales distintos. 

Los experimentos se realizaron por 

cuadriplicado (** p ≤ 0,01 en 

comparación con el control). La  prueba 

aplicada fue t-.student. 
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Figura 13. La ausencia del nervio simpático promueve una incapacidad de la respuesta inmune innata temprana 

principalmente de los neutrófilos para eliminar a las amibas. A través del MET se muestran los detalles de la lesión.  

En las figuras a, b y 1 se observan amibas activas (flecha), rodeadas por algunos neutrófilos (flecha gorda). La figura 

c y recuadro 2 muestran a mayor aumento de una amiba (flecha) en contacto con un neutrófilos (flecha gorda), la 

amiba presenta gran cantidad de vacuolas de secreción. En la figura d se muestran macrófagos (cabeza de flecha) en 

contacto con las amibas.  

 

Se analizó la presencia de células de la respuesta inmune innata a 7 días post-

inoculación en los grupos control y experimental. En el grupo simpatectomizado se 

observó disminución de PMN (flechas) (8,34±0,9/mm2) (figs. 14Ac y 14B), localizados 

alrededor de la zona de necrosis; a diferencia del control, donde su número fue mayor 

(36 ± 1,52/mm2) (fig. 14B), localizados en la periferia de los abscesos (flecha en fig. 

14A a). Los macrófagos en los animales simpatectomizados (fig. 14B) se localizaron 

en el área de necrosis (flecha en fig. 14A f) y en los hámsteres control, en el 

parénquima, cercano al absceso (flechas en la fig. 14A d). Por último, las células Nk se 

detectaron en todos los grupos (fig. 14B) tanto en sinusoides como en áreas 

hemorrágicas del absceso sin cambios en la distribución y número (flechas en figs. 

14A g-i). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Reclutamiento de células 

inmunes. A: las figuras a, b y c muestran 

células marcadas para mieloperoxidasa 

(PMN) (flechas) rodeando el AHA. Las 

figuras d, e y f muestran células marcadas 

para CD68  (macrófagos) (flechas), ubicados 

en forma aleatoria en la periferia de la AHA 

en el control (d) y en los animales 

simpatectomizados (f). Las figuras g, h i 

muestran células Nk, (flechas blancas), 

ubicadas en el AHA.  
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8.9. Papel de la denervación simpática sobre la producción de INF-γ, TNF-
α e IL-10 en modelos de AHA 
 

En los sueros de los hámsteres simpatectomizados y parasimpatectomizados se 

cuantificaron las citocinas IFN-γ,  IL-10 y TNF-α para determinar la respuesta inmune 

mediada por citocinas. 

En animales simpatectomizados experimentales, siete días después de la inoculación 

observamos disminución de IFN-γ (38,25 ±1,25 pg/ml) con respecto al control (63,25 

±5,5 pg/ml) (fig. 15a). IL-10 se encontró aumentada en simpatectomizados (44,26 ±3,1 

pg/ml) con respecto al control (21,13 ± 2,5 pg/ml) (fig. 15b). Asimismo, animales 

simpatectomizados no inoculados presentaron altos niveles de IL-10 (30,51±9,4 pg/ml) 

con respecto al control (18,63 ± 2,5 pg/ml) 

En este modelo se observó que la ausencia del simpático no tiene ningún efecto sobre 

los niveles de TNF-α (55,09 ± 5,5 pg/ml) con respecto al control (42,72 ± 4,3 pg/ml). 

No obstante, durante el proceso inflamatorio por E. histolytica en hámsteres 

simpatectomizados observamos una disminución significativa de TNF-α (25,57±2,97 

pg/ml) al igual que sucedió con el control (42,72±4,3 pg/ml) (fig. 15c). 
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B: Cuantificación de células inmunes en el 

AHA. El hámster simpatectomizado mostró 

reducción significativa de neutrófilos, pero 
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Figura 15. Papel de las citocinas en el 

proceso inflamatorio causado por 

trofozoítos de E. histolytica. INF-γ, 

TNF-α e IL-10 fueron cuantificados 

por ELISA. La ausencia del sistema 

nervioso simpático en el modelo AHA 

disminuyó los niveles de INF-γ (a), y 

se aumentaron los niveles de IL-10 (b). 

La infección indujo niveles bajos de 

TNF-α (c). Los valores representan las 

medias ± DE de cinco animales 

diferentes. Los experimentos se 

realizaron por duplicado (& p ≤ 0,05, 

con respecto al control inoculado, * p ≤ 

0,05 en comparación con el control y la 

p # ≤ 0,05 en comparación con el 

animal simpatectomizado sin amibas). 

Prueba de Tukey. 
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9.- DISCUSIÓN 

 

Se sabe que el Sistema Nervioso Central regula la respuesta inmune innata a través 

de rutas hormonales mediadas por los ejes HHA, HHG, HHT, así también mediante 

diferentes rutas neuronales, mediadas por el SNA integrado por las vías simpática y 

parasimpática, éstas generalmente inhiben la respuesta inmune innata, tanto a nivel 

local como sistémico, y por otra parte, el sistema nervioso periférico tiende a amplificar 

la respuesta inmune local. Estos sistemas trabajan juntos, primero activando y 

amplificando la respuesta inflamatoria y después inhibiéndola para restablecer la 

homeostasis (Sternberg, 2006). Este proceso se ha analizado y reportado en modelos 

de rata con hepatitis (Tiegs y cols., 1999) e infectadas con salmonella (Wang y cols., 

2002). 

En esta contribución exploramos el modelo de infección hepática crónica con E. 

histolytica para analizar el papel del Sistema Nervioso Parasimpático y Simpático en la 

modulación de la respuesta inmune local y sistémica a través de fibras aferentes y 

eferentes del nervio vago y vías simpáticas.  

Inicialmente, se desarrollaron estudios en animales con denervación parasimpática 

mediante la vagotomía específica del hígado de hámster, en esta fase se verificó la 

denervación mediante el análisis de la acción fisiológica del nervio vago sobre la 

glicogénesis, que en su ausencia indujo un incremento en la actividad glicogenolítica y, 

por lo tanto, se encontró disminución de este polisacárido (Gerhard, 2004). Otros 

investigadores se han basado en pesar los estómagos de los animales 

vagotomizados, los cuales cuentan con un incremento en el peso con relación al 

control para probar la eficacia de la vagotomía (Werner y cols., 2003).   

Poco se sabe acerca de la regulación del proceso inflamatorio y de la destrucción 

tisular durante la invasión amibiana, por lo que el sistema nervioso podría tener alguna 

influencia en el desarrollo de esta interacción huésped–parásito. Se detectaron 

algunos cambios en la respuesta inmune contra el parásito en hámsteres con ausencia 

del SNP. Los abscesos hepáticos fueron más grandes en los hámsteres 

vagotomizados infectados en comparación con los animales control infectados, lo cual 

posiblemente se debió a un gran depósito de fibras de colágeno durante el proceso de 

reparación. La síntesis de colágeno por las células estelares hepáticas es modulada 

por la acción coordinada del sistema simpático y parasimpático. En nuestro modelo, la 

ausencia del sistema nervioso parasimpático probablemente indujo a las células 

estelares hepáticas a diferenciarse en miofibroblastos (Roskams y cols., 2004), estas 
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células aumentan la síntesis de colágeno que delimita la zona de lesión y 

posiblemente influye en la disminución de la invasión de las amibas, contribuyendo así 

al proceso de reparación. 

 En estudios hechos en animales con ausencia del SNP, previamente observamos 

(figs. 9 A y B) que a las 36 horas post-inoculación ya había un absceso hepático 

amebiano bien desarrollado, representado por lesiones amebianas típicas con 

estructuras granulomatosas en áreas necróticas y abundantes trofozoítos. Estas 

lesiones estaban rodeadas por escasas células epiteloides y una gran cantidad de 

neutrófilos y macrófagos. Estas estructuras son similares a las descritas por Tsutsumi 

y cols. (1984) en el modelo de AHA en hámster después de 7 días de inoculación y por 

Chadee y Meerovitch, (1984) en un modelo de AHA en gerbos, 10 días después de la 

inoculación. 

En el presente estudio se encontró que a los 7 días post-inoculación, la ausencia del 

SNP indujo la presencia de múltiples lesiones pequeñas tipo granuloma sin área 

necrótica, con abundantes células epiteloides en la periferia, fragmentos de trofozoítos 

en el centro y presencia de pocos neutrófilos. Estos resultados son semejantes a los 

que reporta Chadee y Meerovitch, (1984) en un modelo de AHA en gerbo 30 días 

después de la inoculación. 

Por otra parte, se conoce que las fibras aferentes del nervio vago envían información 

al SNC a través de varias citocinas (IL-1, IL-6 and TNF-α), mientras que las fibras 

eferentes liberan acetilcolina, la cual modula la respuesta inmune (Sternberg, 2006; 

Blalock, 1989). También se sabe que el nervio vago tiene propiedades regulatorias a 

través de efectos colinérgicos sobre neutrófilos, macrófagos y linfocitos (Sternberg, 

2006; Werner y cols., 2003) y que una sobre-estimulación de macrófagos por agentes 

infecciosos induce la formación de granulomas como sucede en una respuesta inmune 

crónica (Tsutsumi y cols., 1984). Basándonos en los resultados, se propone que la 

ausencia de la actividad colinérgica en el hígado durante la fase aguda del AHA 

provoca una activación temprana de los mecanismos efectores de la respuesta inmune 

innata contra E. histolytica. Por lo tanto, se sugiere que la actividad de los neutrófilos 

sea la responsable de destruir a E. histolytica (Jarillo y cols., 2002).  

Algunos autores sugieren que durante una invasión amibiana del hígado y el intestino 

la presencia de una alta cantidad de INF-γ está relacionado con la resistencia a la 

infección, mientras que bajas cantidades de INF-γ están asociadas con una gran 

susceptibilidad (Guo y cols., 2008; Sierra Puente y cols., 2009). Datos experimentales 
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han mostrado in vitro que INF-γ activa neutrófilos y macrófagos para eliminar el 

parásito (Guo y cols., 2008). No obstante, en este modelo de AHA en ausencia del 

SNP se obsevó una disminución en el número de trofozoítos y neutrófilos en las áreas 

de la lesión. Mientras que la cantidad de TNF-α no fue significativamente diferente en 

los hámsteres vagotomizados infectados en comparación con el sham infectado. 

Ahora, en este estudio se observó en los vagotomizados un aumento de INF-γ, esto es 

una posible explicación a la baja cantidad de trofozoítos en los tejidos, indicando que 

el aumento de esta citocina constituyó uno de varios factores de resistencia ante las 

amibas como lo sugieren Guo y cols., (2008) y Sierra-Puente y cols., (2009). 

En estudios previos se mostró que la vagotomía no sólo previene el efecto protectivo 

de la estimulación del nervio vago (Ghia y cols., 2007), por su modulación en TNF-α, 

sino también ante la sensibilización de animales con endotoxinas se produce un efecto 

letal por shock tóxico debido al incremento de TNF-α en animales vagotomizados 

(Borovikova y cols., 2000); sin embargo, no se pudo encontrar algún incremento 

significativo en suero de la cantidad de TNF-α después de la vagotomía en el presente 

estudio. Una explicación de los diferentes resultados puede estar relacionada con el 

tiempo de haberse efectuado la vagotomía. Se colectaron muestras 15 días post-

vagotomía, esta cirugía fue realizada en nuestro laboratorio, donde fue disecado el 

tronco vagal anterior por debajo del diafragma y cortado; trabajos semejantes se 

realizaron por vagotomías pero a nivel cervical, donde Heider y cols., (2004) 

encontraron algo muy similar a lo que reportamos: la vagotomía troncal anterior no 

incrementó el riesgo de la respuesta inflamatoria por TNF-α en pacientes con 

complicaciones por úlceras (Heider y cols., 2004).   

Otros estudios importantes arrojan evidencia sobre los mecanismos moleculares por 

los que IL-10 inhibe la producción de ROS (Intermediarios reactivos de Oxigeno), 

principal agente pro-inflamatorio y bactericida  de los neutrófilos. Dang y cols., (2006), 

muestran que IL-10 inhibe selectivamente la inducción de GM-CSF mediante la no 

fosforilación de P47 PHOX, pero no altera la inducción de TNF-α mediante la 

fosforilación de p47 PHOX. Esta IL-10 induce inhibición de la fosforilación de p47 

PHOX debido a la inhibición de ERK1/2. En paralelo, IL-10 reduce la producción de 

ROS, ya que se ha observado que hay una alta concentración de ROS en ratones 

knockout para IL-10 comparado con controles intactos y en cultivos de neutrófilos 

sanguíneos en ausencia de esta citocina. Esto siguiere que la citocina anti-inflamatoria 

IL-10 actúa como un modulador negativo en la generación de ROS en modelos tanto 
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in vitro como in vivo (Dang y cols., 2006). Se encontró que la vagotomía induce la 

producción de IL-10, y cuando se inoculan las amibas este aumento, aunque es menor 

con respecto al vagotomizado sin amibas, es mayor que en el control con amibas, lo 

que permite sustentar los hallazgos histológicos en la disminución de neutrófilos y es 

probable que esta citocina sea la responsable de inducir a las células estelares 

hepáticas a especializarse en miofibroblastos (Roskams y cols., 2004; Thompson y 

cols., 1998) para un proceso reparador más enérgico, como lo establece García-

Zepeda y cols., (2007) al describir que IL-10 podría orquestar un patrón de citocinas 

anti-inflamatorias y contribuir a la escasa inflamación encontrada en lesiones 

avanzadas de amibiasis invasiva.  

Con relación al trabajo desarrollado en animales con ausencia del Sistema Nervioso 

Simpático (SNS), se simpatectomizaron con 40 mg/kg de peso de 5 hidroxidopamina 

vía intra-peritoneal; para verificar la eficiencia de este procedimiento algunos autores 

determinan por inmunohistoquímica la presencia de noradrenalina en ramas 

terminales simpáticas, la cual no se encontraría en estas condiciones (Tiegs y cols., 

1999). Se evaluó el efecto fisiológico de la rama eferente simpática sobre la 

glucogenólisis, donde el simpático estimula la degradación de glucógeno y en 

ausencia de esta rama la cantidad de este polisacárido aumenta (Gerhard, 2004). 

Se encontró también que el SNS tiene influencia en el desarrollo de la respuesta 

inmune durante la interacción huésped-parásito, pues detectamos algunos cambios en 

el reclutamiento de células de la respuesta inmune contra el parásito e incremento en 

el tamaño del absceso, éste presentaba amplias áreas hemorrágicas, muy diferente a 

lo encontrado en hámster control o vagotomizado, en los cuales se detectó gran 

cantidad de fibrosis. Las áreas hemorrágicas diseminadas tal vez se debieron a una 

mayor distribución amibiana, posiblemente esta diseminación fue causada 

posiblemente por la escasa cantidad de colágeno (tejido fibrótico) encontrada 

rodeando el sitio de la lesión con relación al control donde fue abundante la cantidad 

de colágeno. La colágena en el hígado es sintetizada y secretada por las células 

estelares hepáticas, este proceso es modulado por la acción coordinada de los 

sistemas parasimpático y simpático; en nuestro modelo de simpatectomía en el AHA, 

la ausencia de las fibras simpáticas posiblemente indujo a una inhibición de la 

especialización de las células estelares hepáticas a miofibroblastos, y por ende a una 

baja en la síntesis y secreción de colágeno (Roskams y cols., 2004), por lo tanto, este 

fenómeno relacionado con la colágena, probablemente ocasionó una falta en la 
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delimitación de las zonas de lesión y quizá permitió, ente otros factores, la invasión y 

proliferación amibiana.  

 

En la actualidad se conoce que las terminaciones nerviosas simpáticas eferentes 

tienen propiedades regulatorias cuando actúan sobre receptores beta adrenérgicos y 

activadoras cuando actúan sobre receptores alfa adrenérgicas en diferentes tipos 

celulares como neutrófilos, macrófagos y linfocitos (Stenberg, 2006; EleNkov y cols., 

2000 y 2008), es probable que durante las fases tempranas de la infección, el 

neurotrasmisor noradrenalina posiblemente tenga su efecto sobre receptores alfa para 

desarrollar una respuesta inmune de mayor actividad y eliminar el agente causal, 

posteriormente, una vez eliminado el agente causal durante una fase tardía, se 

activarían los receptores beta para disminuir la respuesta inmune y lograr la 

homeostasis (Miao y cols., 2000; Sternberg, 2006; EleNkok, 2008). Basándonos sobre 

los resultados, se propone que la ausencia de la actividad adrenérgica sobre 

receptores alfa en el hígado durante la fase aguda del AHA, posiblemente inhiba el 

reclutamiento de neutrófilos y macrófagos frente a E. histolytica, permitiendo el 

desarrollo de la infección con una amplia diseminación de los parásitos. 

 

Está descrito que durante el proceso del AHA se activan mecanismos compensadores 

de la respuesta inmune innata para eliminar a E. histolytica y restablecer el daño 

tisular. 

 

Se sabe que la inhibición en la producción y secreción de citocinas pro-inflamatorias  

como INF-γ y TNF-α pueden contribuir a la invasión temprana de la amiba en el 

hígado, y paulatinamente en la inflamación tardía predominando el AHA necrótico 

(Campbell y Chadee, 1997). De igual manera, se conoce que hay una transición de la 

respuesta inflamatoria inicial por neutrófilos a una tardía por células mononucleares 

que es congruente con una inflamación normal, probablemente orquestada por IL-6. 

(Guo y cols., 2008). Pero, en este modelo, los bajos niveles de IFN-γ podrían estar 

asociados con susceptibilidad aumentada para la amibiasis hepática e intestinal, 

acorde a lo descrito por Guo y cols., (2008). También se observó que la ausencia del 

sistema simpático permitió un aumento en el numero y diseminación de trofozoítos, 

asociado a una disminución de neutrófilos en el área de la lesión, esto probablemente 

debió asociarse a que la infección cursó con niveles bajos de INF-γ y TNF-α en los 

sueros de los hámsteres simpatectomizados, diferente a lo encontrado en los 

hámsteres control. Posiblemente el efecto colinérgico sobresaliente evitó un aumento 

de los valores de TNF-α, ya que se ha reportado que la acción colinérgica en procesos 
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inflamatorios impide el aumento de concentraciones séricas de TNF-α durante el shock 

tóxico, a través de la liberación de acetilcolina del nervio vago, lo que indica que esta 

vía tiene un papel importante en la prevención del exceso de la respuesta inflamatoria 

(Sternberg, 2006). 

 

Por otra parte, se ha reportado un aumento en los niveles de IL-10 durante la infección 

por E. histolytica que probablemente esté inhibiendo la actividad de macrófagos, 

facilitando así la invasión amebiana (Bansal y cols., 2005). Con relación a esto, se 

encontró en animales con ausencia del efecto simpático, un incremento de IL-10 dos 

veces más que en animales íntegros. Probablemente esto se asocie a lo reportado de 

que en ausencia del sistema simpático, la actividad colinérgica sobre receptores 

nicotínicos ante un proceso inflamatorio, se inhiben los macrófagos e incrementa la 

producción de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 (EleNkov, 2008; Miao y cols., 

2000; Sternberg, 2006); además de estar asociada a una respuesta Th2, IL-10 se 

encuentra altamente vinculada con una alteración de la respuesta Th1 (Jan Vilcek, 

2003). Como se comentó, animales simpatectomizados con AHA cursaron con niveles 

altos de IL-10, posiblemente evitando así una respuesta efectiva contra E. histolytica y 

disminuyendo la acción efectora de ésta, permitiendo así una amplia diseminación de 

los trofozoítos por el tejido. 
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10.- Conclusiónes  

 

La vagotomía indujo un control simpático, ocasionando cambios en la respuesta 

inmune en el AHA como fueron:  

a) Disminución temprana del número de amibas debido a una 

respuesta inflamatoria más eficaz, la cual cursó con un incremento de 

neutrófilos y de IFN-γ.  

b) Aumento de IL-10, la cual puede orquestar un panorama de 

citocinas anti-inflamatorias y contribuir a la escasa inflamación encontrada en la 

lesión avanzada, así como inducir un proceso reparativo mediante la 

diferenciación de las células estelares hepáticas que se especializan a 

miofibroblastos. 

Por otra parte, proponemos que bajo la ausencia del SNS existió prevalencia 

parasimpática durante el desarrollo del AHA, ocasionando: 

 

a) Un estado inmune deprimido por una disminución en el 

reclutamiento de las células de la respuesta inflamatoria.  

 

b) Una disminución en las citocinas pro-inflamatorias como INF-γ y 

TNF-α permitiendo aumento en la proliferación e invasión amebiana a través 

del tejido hepático 

 

c) Elevación de IL-10, posiblemente la responsable de la regulación 

de la respuesta inmune efectora contra E. histolytica. 
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12.- Apéndices 

 

Apéndice A 

 
Suero para medio de cultivo: 

 

- Descongelar el frasco de vitaminas y el frasco de suero bovino que están en el 

congelador de -20°C.  

- Ponerlos en un vaso de precipitado con agua tibia para que se descongele el 

contenido de los frascos. 

- Descomplementarizar el suero a 63ºC por 30 min.  

- Después de que se descongelaron los frascos. Tomar 20 ml de vitamina y 

agregarlas al frasco de suero bovino en condiciones de esterilidad. 

 

El medio de cultivo se preparó con los siguientes reactivos: 

 

Reactivos Cantidad 

Biosate o peptona 30 gr 

Dextrosa 10 gr 

Cloruro de sodio 2 gr 

Fosfato de potasio monobásico 0.6 gr 

Fosfato de potasio dibásico 1 gr 

Cisterna  1 gr 

Ácido ascórbico  0.2 gr 

Citrato férrico de amonio 0.0236 gr 

Agua bidestilada  750 ml 

 

 

- Se disolvieron en orden secuencial los reactivos, hasta obtener un volumen 

final de 750 ml. 

- Enseguida se midió el PH y ajustó a 6.8 con NaOH 0.2N, aforó en probeta de 

1000ml hasta obtener 820 ml. 

- Se envasaron los tubos previamente lavados y esterilizados. 

- Se cultivó en un tubo de ensayo; en un tubo grande se depositaron 1060 µl de 

suero fetal bovino, con 8 ml de medio y 3 gotas de concentrado de amiba. En 

tubos pequeños se agregó 800µl de suero, 10 ml de medio y 4 gotas de 

concentrado de amiba. La resiembra se realizó cada tres o cuatro días según el 

porcentaje de amibas, debido a que presentan un porcentaje exponencial. 
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- Pasado el tiempo de crecimiento, los tubos se sometieron a frío durante 15 

minutos, posteriormente se centrifugaron a 1500 r.p.m y se eliminó el 

sobrenadarte y se obtuvo el botón de concentrado de amibas en el medio 

(Diamond, 1961). 

 

Apéndice B 
 
Técnica de Hematoxilina – Eosina 

 
 

1. Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 5 minutos 

cada una. 

2. Se colocaron en etanol  al 100% por  2 minutos. 

3. Se colocaron en etanol al 100% por 2 minutos. 

4. Se colocaron en etanol a  960C por  2 minutos. 

5. Se colocaron en etanol a 960C por 2 minutos. 

6. Se lavaron con agua destilada por 2 minutos. 

7. Se colocaron las laminillas en Hematoxilina de Harris de tres a cinco minutos. 

8. Pasando el tiempo, se inclinaron las laminillas para quitarles el líquido extra 

lavando con agua. 

9. Posteriormente se aplicó un proceso de diferenciación con alcohol ácido de dos 

a tres baños y se pasó a solución de carbonato de litio. 

10. Se quitó el exceso lavando bajo el chorro de agua por 15 minutos.  

11. Posteriormente se colocó en alcohol al 96% de 2 a 3 baños. 

12. Después se pasó a la eosina por 2 minutos. 

13. Se colocaron en etanol al 96% por 2 minutos. 

14. Se colocaron en etanol al 96% por 2 minutos. 

15. Se pasaron a etanol al 100% por 2 minutos. 

16. Se pasaron a etanol al 100% por 2 minutos. 

17. Después se introdujeron a xileno por 5 minutos. 

18.  Se cambiaron nuevamente a xileno por 5 minutos  .  

19. Por ultimo se montaron las laminillas con Entellan. 
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Apéndice C 
 
Técnica de PAS 

 
1.- Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 5 minutos 

cada una. 

2.- Se colocaron en etanol al 100% por  2 minutos. 

3.- Se colocaron en etanol al 100% por 2 minutos. 

4.- Se colocaron en etanol a 96 0C por  2 minutos. 

5.- Se colocaron en etanol a 960C por 2 minutos. 

6.- Se lavaron con agua destilada por 2 minutos. 

7.- Se colocaron en ácido periódico por 10 minutos. 

8.- Las laminillas se lavaron de 5 a 10 minutos en agua destilada. 

9.- Se colocaron en el reactivo de Schiff por 15 minutos. 

    10.- Se lavaron en agua corriente por 10 minutos. 

    11.- Se colocaron en hematoxilina de Harris por 3 minutos. 

    12.- Se lavaron en agua corriente para quitar el exceso. 

    13.- Posteriormente se aplicó un proceso de diferenciación con alcohol acido de                                  

dos a tres baños y pasarlo a solución de carbonato de litio, después se 

lavararon en agua corriente por 10 minutos. 

    14.- Se colocaron en etanol al 96% por 2 minutos. 

    15.- Se colocaron en etanol al 96% por 2 minutos. 

    16.- Se pasaron a etanol al 100% por 2 minutos. 

    17.- Se pasaron a etanol al 100% por 2 minutos. 

    18.- Después se introdujeron  a xileno por 5 minutos. 

    19.- Se cambiaron nuevamente a xileno por 5 minutos.    

    20.- Por último se montaron las laminillas con Entellan  (Ventura et al., 2003). 

 

 
Apéndice D 
 
Técnica de Mason 

 
1.- Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 5 minutos 

cada una. 

2.- Se colocaron en etanol  al 100% por  2 minutos. 

3.- Se colocaron en etanol al 100% por 2 minutos. 

4.- Se colocaron en etanol  al  960C por  2 minutos. 

5.- Se colocaron en etanol  al 960C   por 2 minutos. 

6.- Se lavaron con agua destilada por   2 minutos. 
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7.- Se colocaron en solución de Bouin por una hora a 60ºC. 

8.- Se lavaron con agua corriente teniendo cuidado de quitar toda la solución 

Bouin. 

9.- Se colocaron en hematoxilina de Weighert, la cual se prepara a partir de una 

solución A más una solución B en proporción 1:1 por 10 min. 

    10.- Se lavaron con agua corriente por 10 min. 

    11.- Se colocaron escarlata de berbich por 2 min. 

    12.- Se lavaron en agua corriente por 5 min. 

    13.- Se colocaron en ácido fosfotúngstico por 15 min. 

    14.- Se lavaron en agua corriente por 10 min. 

    15.- Se colocaron en verde brillante por 30 min. 

    16.- Se lavaron en agua corriente por 10 min. 

    17.- Se colocaron en etanol al 96%, un baño. 

    18.- Se colocaron en etanol al 96%, un baño. 

    19.- Se pasaron a etanol al 100%, un baño. 

    20.- Se pasaron a etanol al 100%, un baño. 

    21.- Después se introdujeron a xileno por 5 minutos. 

    22.- Se cambiaron nuevamente a xileno por 5 minutos.    

    23.- Por último se montaron las laminillas con Entellan. 

 

Apéndice E 

 

Inmunohistoquímica para neurofilamentos de bajo peso molecular (NF- 68 kDa) 

 

1- Inicialmente se colocaron las laminillas en etanol al 100% por 3 minutos. 

2- Se realizó el proceso de inhibición de peroxidasas endógenas propias del 

tejido donde se procederá a colocar la laminilla en metanol + peróxido de 

hidróxido (50 ml Metanol + 1 ml peróxido de hidrógeno 30% (Grado 

Reactivo) por  30 minutos. 

3- Se colocaron en etanol al 100% por 3 minutos. 

4- Se colocaron en etanol a 960C por 3 minutos. 

5- Se colocaron en etanol a 960C por 3 minutos. 

6- Se colocaron en etanol a 700C por 3 minutos. 

7- Se lavaron con PBS 1x por 5 minutos. 

8- Se realizó recuperación de los antígenos con Citrato de Sodio 0.01M en olla 

exprés por un minuto. 

9- Se colocaron en PBS1x por 5 minutos. 
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10- Se preparó la solución de bloqueo, la cual se utiliza para ocultar los sitios 

inespecíficos que son 250 l de Suero Fetal + 750 l de PBS1x = 1 ml  

(PBS1x = PBS pH = 7.4 a 0.1 M). 

11- Se agregó a las laminillas 100 l de la solución de bloque durante 60 

minutos. 

12- Pasado el tiempo, se inclinaron las laminillas para quitar el líquido extra. 

13- Posteriormente se agregó 100 l del anticuerpo (ratón anti-NF 68 kDa de 

humano).  

Se incubaron TODA LA NOCHE EN REFRIGERADOR A 4ºC. 

                  Se quitó el exceso lavando con PBS Tween 3 veces. 

14- Posteriormente se colocó el conjugado DAKO Envision, el cual contiene 

fracciones Fab de Cabra ANTI –RATÓN y Cabra ANTI –CONEJO 

marcados con Peroxidasa por 60 minutos a T.A. 

Después se lavaron las laminillas en PBS Tween 3 veces. 

15- Se revelaron las laminillas aplicando  un mililitro de *Diamino Benzidina, se 

colocaron 100 l del revelador en cada laminilla por 5 minutos. Y se lavaron 

en PBS 2 veces. 

16- Se pasó a agua destilada por 5 minutos. 

17- Después se tiñó cada laminilla en hematoxilina como contraste (1:10)

 1 ml de hematoxilina + 9 de agua destilada) por 5 minutos. 

18- Por último, se deshidrataron en etanol en forma ascendente y se montaron 

con entellan. 

 

Apéndice F 

Inmunohistoquímica para neutrófilos, macrófagos y células NK 

 

1- Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 10 

minutos cada una. 

2- Después se introdujeron en etanol  al 100%, un solo cambio. 

3- Para la inhibición enzimática propia del tejido se procedió a colocar la laminilla 

en metanol + peróxido de hidróxido (50 ml metanol + 1 ml peróxido de 

hidrógeno 30% (Grado Reactivo) por  30 minutos. 

4- Se colocaron en etanol  al 100% por  3 minutos. 

5- Se colocaron en etanol  a 96 0C por  3 minutos. 

6- Se colocaron en etanol  a 96 0C   por 3 minutos. 

7- Se colocaron en etanol  a 70 0C  por  3 minutos. 
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8- Se lavaron con PBS 1x por 5 minutos 

9- Se desenmascararon los antígenos con citrato de sodio 0.01M en olla exprés 

por un minuto. 

10- Se colocaron en PBS1x por 5 minutos. 

11- Se preparó la solución de bloqueo, la cual se utilizó para ocultar los sitios 

inespecíficos que son 250 l de suero fetal + 750 l de PBS1x = 1 ml  (PBS1x = 

PBS pH = 7.4 a 0.1 M). 

12- Se agregó a las laminillas 100 l de la solución de bloqueo durante 60 minutos. 

13- Pasando el tiempo se inclinaron las laminillas para quitar el líquido extra. 

14- Posteriormente se agregó 100 l de cada anticuerpo (conejo anti MPO de 

humano, ratón anti-CD68 de rata, ratón anti-NKR-P1 de rata A DILUCIÓN  

1:40/1:50.) a su laminilla correspondiente. 

Se incubaron TODA LA NOCHE EN REFRIGERADOR A 4ºC 

                  Se quitó el exceso lavando con  PBS Tween 3 veces. 

15- Posteriormente se colocó el conjugado DAKO Envision (K1490), el cual 

contiene fracciones Fab de Chivo ANTI –RATÓN y Chivo ANTI – CONEJO 

marcados con peroxidasa por 60 minutos a T.A. 

16- Después se lavaron las laminillas en PBS Tween 3 veces 

17- Se revelaron las laminillas aplicando un mililitro de *Diaminobenzidina, se 

colocaron 100 l del revelador en cada laminilla por 5 minutos. Y se lavaron en 

PBS 2 veces. 

18- Se pasaron a agua destilada por 5 minutos. 

19- Después se tiñó cada laminilla en hematoxilina como contraste (1:10 1 ml 

de hematoxilina + 9 de agua destilada) por 5 minutos. 

20- Por último, se deshidrataron en etanol de concentración ascendente y se 

montaron con entellan. 

 

Apéndice G 
 
Inmunohistoquímica para trofozoítos de E. histolytica 

 
1. Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 10 

minutos cada una. 

2. Después se introdujeron en etanol al 100%, un solo cambio. 

3. Para la inhibición enzimática propia del tejido se procedió a colocar la laminilla 

en metanol + peróxido de hidróxido. (50 ml metanol + 1 ml peróxido de 

hidrógeno 30% (grado reactivo)) por  30 minutos. 

4. Se colocaron en  etanol  al 100% por  3 minutos. 
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5. Se colocaron en  etanol  a  960C por  3 minutos. 

6. Se colocaron en  etanol  a 960C   por 3 minutos. 

7. Se colocaron en etanol  a 700C  por  3 minutos. 

8. Se lavaron con PBS 1x por 5 minutos. 

9. Se desenmascararon los antígenos con citrato de sodio 0.01M en olla exprés 

por un minuto. 

10. Se colocaron en PBS1x por 5 minutos. 

11. Se preparó la solución de bloqueo, la cual se utilizó para ocultar los sitios 

inespecíficos que son 250 l de suero fetal + 750 l de PBS1x = 1 ml  (PBS1x 

= PBS pH = 7.4 a 0.1 M). 

12. Se agregó a las laminillas 100 l de la solución de bloque durante 45 minutos. 

13. Pasado el tiempo, se inclinaron las laminillas para quitar el líquido extra. 

14. Después se agregaron 100 l del anticuerpo de conejo antiamiba diluído 1:400.  

preparándolo de la siguiente manera: se colocaron en un tubo Eppendorf de 

1.5 ml 1 ml de PBS más 2.5 microlitros del anticuerpo de conejo antiamiba. 

15.  Se incubaron las laminillas a 370C durante 60 minutos y se dejaron a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. 

16. Posteriormente se lavaron en PBS Tween por 3 veces. 

17.  Se incubaron con el segundo anticuerpo de cabra anti-conejo marcado con 

peroxidasa. Con una dilución de 1:100, el cual se preparó de la siguiente 

manera: se colocó 1 ml de PBS 1x + 10 l de anticuerpo de cabra anti-conejo.  

18.  Se incubaron por 60 minutos a 370C. 

19.  Se lavaron en PBS Tween 3 veces. 

20.  Se revelaron añadiendo 1 ml de *diaminobenzidina aplicando 100 l del 

revelador en cada laminilla por 5 minutos. 

21. Se lavaron en PBS 2 veces. 

22. Después se pasaron a agua destilada por 5 minutos. 

23. Después se tiñeron en hematoxilina como medio de contraste. (1:10 1 ml 

de hematoxilina + 9 de agua destilada) por 5 minutos. 

24. Por último, se deshidrataron en etanol en forma ascendente y montaron con 

entellan. 
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Apéndice H 

 

Inmunohistoquímica para IFN-γ, TNF-α e IL-10 

 

1- Inicialmente se desparafinaron las laminillas dos veces en xileno por 10 

minutos cada una. 

2- Después se introdujeron en etanol  al 100%, un solo cambio. 

3- Para la inhibición enzimática propia del tejido se procedió a colocar la 

laminilla en metanol + peróxido de hidróxido (50 ml metanol + 1 ml peróxido 

de hidrógeno 30% (grado reactivo)) por  30 minutos. 

4- Se colocaron en etanol  al 100% por  3 minutos. 

5- Se colocaron en etanol  a  96 0C por  3 minutos. 

6- Se colocaron en etanol  a 96 0C   por 3 minutos. 

7- Se colocaron en etanol  a 70 0C  por  3 minutos. 

8- Se lavaron con PBS 1x por 5 minutos. 

9- Se desenmascararon los antígenos con citrato de sodio 0.01M en olla 

exprés por un minuto. 

10- Se colocaron en PBS1x por 5 minutos 

11- Se preparó la solución de bloqueo, la cual se utilizó para ocultar los sitios 

inespecíficos que son 250 l de suero fetal + 750 l de PBS1x = 1 ml  

(PBS1x = PBS pH = 7.4 a 0.1 M). 

12- Se agregó a las laminillas 100 l de la solución de bloque durante 60 

minutos. 

13- Pasando el tiempo se inclinaron las laminillas para quitar el líquido extra. 

14- Posteriormente se agregaron 100 l de cada anticuerpo (conejo anti IFNγ 

de humano, conejo anti-TNFα de humano, conejo anti-IL-10 de humano A 

DILUCIÓN  1:100.) a su laminilla correspondiente. 

Se incubaron TODA LA NOCHE EN REFRIGERADOR A 4ºC 

                  Se quitó el exceso lavando con PBS Tween 3 veces. 

15- Posteriormente se colocó el conjugado DAKO Envision (K1490), el cual 

contiene fracciones Fab de cabra ANTI –RATÓN y cabra ANTI – CONEJO 

marcados con peroxidasa por 60 minutos a T.A. 

16- Después se lavaron las laminillas en PBS tween 3 veces. 

17- Se revelaron las laminillas aplicando un mililitro de diaminobenzidina, se 

colocaron 100 l del revelador en cada laminilla por 5 minutos y se lavaron 

en PBS 2 veces. 
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18- Pasaron a agua destilada por 5 minutos. 

19- Después se tiñó cada laminilla en hematoxilina como contraste (1:10)

 1 ml de hematoxilina + 9 de agua destilada) por 5 minutos. 

20- Por último, se deshidrataron en etanol en forma ascendente y montaron con 

entellan. 

 

Apéndice I 
 
Técnica para la cuantificación de glucógeno.  
 
1.- Para la determinación del glucógeno hepático, se procedió a homogenizar 250 mg 

de tejido hepático, con un homogenizador de vidrio. 

2.- Se evaluó glucosa libre en el homogenizado por el método de Glucosa Oxidasa 

BioSystem ref 11504. 

3.- Posteriormente el homogenizado fue digerido con la enzima amiloglucosidasa 

agregando 0.005 gr en una solución de 1 ml de homogenizado mas 1 ml de un buffer 

de fosfatos a pH de 7 por 2.5 horas de reacción. 

4.- Una vez hidrolizado, se cuantificó el contenido de glucosa total por el método de 

Glucosa Oxidasa BioSystem ref 11504.  

5.- El valor de glucógeno fue obtenido por diferencia entre la glucosa libre y la total. 

6.- Para la cuantificación en mg/ml de glucosa tanto libre como total, se utilizo una 

curva patrón de concetraciones conocidas de glucosa.  

 

Apéndice J 

 

Técnica de ELISA para la cuantificación de citocinas 

 

1.-  Se seleccionaron el número de muestras y el número de tiras de pozos para el 

análisis y afianzaron bien al armazón.   

2.- Se pipetearon 200 μl de cada estándar, control o muestra dentro de los pozos 

apropiados para el estudio de INF-γ, 100 μl de cada estándar, control o muestra para 

IL-10 y 50 μl de cada estándar, control o muestra para TNF-α. Para el estudio de IL-10 

y TNF-α se utilizó un diluyente en cantidad de 100 y 50 μl respectivamente. 

3.- Se pipetearon 50 μl del anticuerpo conjugado en todos los pozos, ya sea para  IL-

10, INF-γ o TNF-α según sea el estudio. 

4.- Se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador horizontal a 

700 rpm. 

5.- Se aspiró el líquido de cada pozo.  
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6.- Se lavaron los platos tres veces con: 

a) 0.4 ml de la solución de lavado dentro de cada pozo. 

b) Se aspiró el contenido de cada pozo. 

7.- Se pipetearon 200μl de la solución del cromógeno en cada pozo permitiendo la 

reacción por 15min y después el lavado. 

8.- Esta reacción se realizó incubando los platos por 15 min a temperatura ambiente 

sobre un agitador horizontal a 700 r.p.m, evitando la luz solar directa. 

9.- Se pipetearon 50 μl de la solución de paro dentro de cada pozo (HCl 0.2N). 

10.- Se leyó la absorbancia a 450 nm y 490 nm máximo para 3 horas y se calcularon 

los resultados.  

 
 Apéndice K 
 
Técnica de MET 
 
1.- Los fragmentos de hígado de animales tratados, no tratados e inoculados con E. 

histolytica, inmediatamente se introdujeron en glutaraldehído al 1% en PBS durante 30 

minutos, se lavó suavemente con PBS. 

2.- Se lavaron  3 veces con PBS tween para eliminar el fijador. 

3.- Se deshidrataron en etanol seriados a diferentes concentraciones de 50, 60, 70, 80, 

90, 96 y 100% por 15 minutos en cada uno. 

4.- Se infiltraron 3 veces por 10 minutos cada una (mezcla de 2 partes de etanol 100% 

y 1 parte de resina LR-WHITE 100%). 

5.- Se incluyeron con resina LR-White 100% durante 2 hrs. 

6.- Se colocó resina en moldes de inclusión con previa identificación y muestra; se 

dejó polimerizar por 1 hora a 95 ºC en horno de microondas. 

7.- Se realizaron cortes semifinos, identificando zona de interés y se realizaron cortes 

finos de 80 nanómetros de espesor en un ultramicrotomo LEICA ultracut, se colocaron 

sobre rejillas de 300 mesh de níquel, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato 

de plomo, se observaron al MET (MET Carl Zeiss EM-910) (Arvid 1999; Hayat, 2002). 
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