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Resumen

La amibiasis intestinal es una enfermedad causada por el parasito E.
histolytica que invade principalmente al colon y a otros érganos como el
higado, piel, cerebro, con o sin manifestaciones clinicas. La enfermedad
afecta a la poblacién de paises en desarrollo como México, paises
sudamericanos, India, Bangladesh, etc. La histopatologia asi como el
comportamiento del sistema inmune ante la invasidon por E. histolytica
se ha estudiado en animales de experimentacion como el hamster,
gerbo, conejo, cobayo, rata y ratén. Pero estudios en humanos, que
son huéspedes naturales del pardsito aun no aportan datos
concluyentes, por lo que este trabajo se realizé en humanos y se estudio
la respuesta inmunitaria inespecifica local durante la amibiasis intestinal.
En las lesiones intestinales se analizd la interaccién de las amibas con el
epitelio; se identificaron los tipos de células inmunitarias presentes, asi
como la respuesta de las células del huésped al interactuar con los
parasitos, expresada en la sintesis y secrecion de moléculas
proinflamatorias como componentes del complemento, citocinas, 6xido

nitirico (NO), etc.
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I. Introduccion

La amibiasis intestinal es una enfermedad causada por el parasito E. histolytica
gue invade principalmente al colon y puede extenderse a otros érganos por via
hematdgena, tales como higado, piel, cerebro, con o sin manifestaciones

clinicas?.

Este protozoario infecta aproximadamente a 50,000,000 de personas en el
mundo y es responsable de la muerte de mas de 110,000 personas por afio?.
En 4areas endémicas, la pobreza, ignorancia, abastecimientos de agua
contaminados y pobre saneamiento favorecen la transmision fecal-oral de las

amibas de una persona a otra®.

La histopatologia asi como el comportamiento del sistema inmune ante esta
enfermedad se ha estudiado en animales de experimentacién como el hamster,
gerbo, conejo, cobayo, rata y ratéon*°. Pero estudios en humanos, que son
huéspedes naturales del parasito aun no aportan datos concluyentes, por lo
que este trabajo se realizd en humanos y se estudid la respuesta inmunitaria
inespecifica local durante la amibiasis intestinal. En las lesiones intestinales se
analiz6 la respuesta de las células del huésped al interactuar con los parasitos,
expresada en la sintesis y secrecion de moléculas proinflamatorias como

componentes del complemento, citocinas, éxido nitrico (NO), etc.



II. Antecedentes

De las nueve especies de amibas intestinales que albergan los humanos solo
Entamoeba histolytica (E. histolytica) es patdgena, pues es la causante de
colitis y de absceso hepatico amibianos®; es uno de los eucariontes mas

primitivos de cuya existencia hay registros desde 1000 afios AC.

E. histolytica fue descubierta por Lésch (1875) en las heces de un enfermo
con disenteria en San Petersburgo (hoy Leningrado) Rusia, y se ha encontrado

en todas las poblaciones del mundo en las que ha sido buscada °.

I1.1 Epidemiologia de la amibiasis.
Es mas frecuente en los tropicos y zonas subtropicales que en los climas frios,
pero en las poblaciones carentes de higiene de zonas templadas y subarticas la
frecuencia de esta parasitosis es tan elevada como en los trdpicos. En el
hemisferio occidental, la E. histolytica ha sido encontrada desde Anchorage,
Alaska (619 de latitud norte), hasta el estrecho de Magallanes (52° de latitud
sur) y en el hemisferio oriental, desde Finlandia (60° de latitud norte) hasta

Australia y Africa del Sur (30° de latitud sur)”.

En México, la poblacion portadora de este parasito es variable, desde un 2.4%
en Ometepec Guerrero hasta un 55 % en Mixquic D.F.%; Escandén et

al.,(1996)° estimaron una cifra de medio milldn de enfermos de amibiasis cada



afno, solo en la poblacién cubierta por el IMSS; recientemente, Ramos et al.,
(2005)*°, mediante PCR encontraron que hasta el 43% de la poblacién del
Estado de Morelos, México, presentd positividad a E. histolytica'®; y en
Aguascalientes, con una poblacién de 1,065,416 habitantes, el Instituto de
Salud del Estado de Aguascalientes (ISEA)*! reportd un acumulado de 4278
enfermos de amibiasis, lo que corresponde al 0.4% de la poblacion. Como se
aprecia con los datos anteriores, esta parasitosis sigue siendo un problema de

salud publica en México y en algunas partes del mundo.

I1. 2 Aspectos morfoldgicos de E. histolytica.

E. histolytica tiene dos fases de desarrollo: el trofozoito (20 a 60
micrometros), que es irregular, presenta plasmalema de 10 nm de espesor con
una cubierta externa o glicocaliz rica en carbohidratos y citoplasma dividido en
ectoplasma y endoplasma. El nlcleo es esférico con cromatina puntiforme o
centrosoma. Presenta cromatina adherida al nucleolema. El quiste maduro, de

10 a 12 micrémetros, tiene cuatro nicleos®?.

Ciclo vital de E histolytica (fig 1). La principal fuente de

infeccion es el ser humano, como enfermo crénico o como portador
asintomatico, expulsan quistes maduros, que son las formas infectantes o de
transmisién. (1) Los alimentos y bebidas pueden contaminarse con quistes de

E histolytica por: a) contaminacién del abastecimiento de agua; b)
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manipulacién por individuos
infectados, c) deyecciones de
moscas y otros insectos; d)
empleo de excrementos
humanos como abono de
huertas, y e) el descuido

extremo en la higiene,

- personal en hospicios,

) f"‘\|
n : hospitales psiquiatricos,
T 2 prisiones y poblacion

general’. El quiste maduro

Bipecye

que llega a la boca y es

deglutido pasa al estdmago

(2) y penetra en el intestino

delgado, en el medio alcalino

Ciclo Vital de Enfamoeba histolytica.

se transforma en metaquiste
(3). La pared del metaquiste, debilitada por los jugos digestivos permite que
la amiba multinucleada salga. El citoplasma se divide en tantas partes como
nucleos tiene, de tal manera que cada nlcleo pasa a ser el centro de un
pequefio trofozoito llamado metaquisitico (4). En condiciones desfavorables
para el desenquistamiento, en el intestino grueso (18), los quistes son

arrastrados por la materia fecal y eliminados con las heces.



COLONIZACION (fig 1). Los trofozoitos metaquisticos llegan hasta el colon
(5) donde pueden establecerse poniéndose en contacto con la mucosa. Por
diversos mecanismos que mencionaremos mas adelante la amiba puede
invadir los tejidos (6) y pasar a la circulaciéon, donde por via portal (7) llega al
higado (8), por contiglidad afectar el diafragma (9) y el pulmén (10) o
incluso la piel (11), o mas raramente puede llegar al cerebro, el pulmén o el

aparato urinario (12).

ENQUISTAMIENTO (fig 1). Normalmente no se produce el enquistamiento
en los tejidos, sino que conforme avanza la materia fecal empieza a
deshidratarse. En la luz del colon los trofozoitos se desprenden de los
alimentos no digeridos (13)(14) y se condensan en una masa esférica, el
prequiste (15). Posteriormente secreta una cubierta resistente delgada con
un solo nucleo, recibiendo el nombre de quiste inmaduro (16). Sufre dos
mitosis consecutivas el nudcleo, produciendo 4 nlcleos y dos tipos de
inclusiones alimenticias, las barras cromatoidales y la masa de glucégeno
(17). Estas formas salen al exterior (18) con las heces, y por condiciones
higiénicas deficientes (falta de drenaje) pueden contaminar el agua, alimentos

0 manos, inicidndose un nuevo ciclo (1)**** .

II.3 Patogenia

El mecanismo agresivo de los trofozoitos de E. histolytica es un

fendbmeno complejo multifactorial que incluye: a) dafio a la membrana



plasmatica de las células efectoras por contacto y deslizamiento (hit and run);
b) fagocitosis de células epiteliales lisadas o aparentemente intactas pero
desprendidas, y c¢) degradacién intracelular de las células fagocitadas. La
adhesién de las amibas a la capa de moco intestinal y a componentes de la
matriz extracelular es mediada por glicoproteinas de superficie tipo lectinas
inhibibles por galactosa®**®. La adhesion también se debe a que otra lectina
con PM de 140 KDa permite el reconocimiento a la fibronectina de la matriz
extracelular'’, o la presencia de antigenos de superficie vinculados a su alta
patogenicidad como la proteina 30,000-Mr*® y la de 29 kDa'®. Un vez adherido
el parasito a las células blanco, produce y secreta al medio cystein
proteinasas®?, lipopeptidofosfoglucanos** & amebaporos®?>. Adicionalmente,
Talamas et al., (1995)** mostraron que un componente de E. histolytica tipo
lectina con PM de 220 kDa participa en el proceso de adhesidon y es muy

inmundgeno, por lo que induce la produccién de interleucinas.

Como consecuencia de la unidon de amibas y células epiteliales, estas pueden
activarse y producir defensinas con probable capacidad de destruir a los
trofozoitos. Es posible que sinteticen citocinas pro-inflamatorias, como sucede
en modelos animales®*, NO y prostaglandinas por activacién de sintasa del

24-26

oxido nitrico (NOS) y ciclo-oxigenasa (COX)

II.4 La histologia del colon
La pared del colon estd compuesta por cuatro capas que de la luz hacia fuera
son la mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa tiene una superficie

relativamente lisa y a través de todo su espesor hasta la muscular de la
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mucosa se extienden abundantes glandulas tubulares simples (criptas de
Lieberkiihn). Las glandulas asi como la superficie estan revestidas por un
epitelio cilindrico simple que contiene células caliciformes, células absortivas y
células enteroendrocrinas, las células madre estan restringidas al fondo de las
criptas y normalmente no poseen células de Paneth?’. En las criptas las células
caliciformes son abundantes; en cambio en el epitelio superficial son mucho
menos frecuentes. Las células absortivas poseen microvellosidades muy largas
y tienen muchas mitocondrias. Su funcion principal es la resorcion de agua. En
las criptas las células epiteliales absortivas poseen en su regién apical granulos
de secrecién pequefios, hay granulocitos epiteliales®® localizados en las criptas
de Lieberkihn en procesos patoldgicos del colon y expresan los precursores de
Defensina Humana-52°. La ldmina propia contiene muchos macréfagos,
plasmocitos, esosindfilos, linfocitos y mastocitos.

En la submucosa se encuentran con regularidad adipocitos. La muscular
externa tienen una gruesa capa cerrada de musculo circular mientras que el
musculo longitudinal, en cambio, forma tres haces acintados (tenias). Entre
las tenias el musculo longitudinal es muy delgado o falta.

Las estructuras caracteristicas del colon son los pliegues de orientacién
transversal (pliegues semilunares), con capacidad de extensidon que
sobresalen con su forma semicircular en la luz intestinal y en cuya formacion
participa la muscular externa. Las dilataciones entre estos pliegues reciben el
nombre de haustros. En l|la serosa puede haber una gran cantidad de

adipocitos, los cuales forman salientes circulares (apéndices epiploicos).



Fig 2.- Histologia de Intestino grueso sano. Hematoxilina/Eosina (40X): donde
se aprecian su capa mucosa (a), submucosa (b) y la muscular longitudinal

interna (c).

I1.5 Patologia.

Se describen cuatro formas clinicas de amibiasis intestinal invasora: a)
disenteria o diarrea con sangre, b) colitis fulminante, c) apendicitis amibiana y
d) ameboma del colon®°. Prathap y Gilman (1970)3' describieron con detalle
los cambios microscopicos caracteristicos de la colitis ulcerativa amibiana. Los
diferentes tipos de lesiones pueden o no ser secuenciales y consisten en
inflamacioén difusa, lesién focalizada o microulceracién, lesiéon invasora y lesion
invasora tardia que es la tipica lesion que se extiende desde la mucosa a la

submucosa por la muscular de la mucosa (Fig. 3 A y B)**3%,



Fig. 3.- Aspecto macroscépico de intestino grueso de pacientes con colitis

amibiana fulminante, (A) cara externa y (B) cara interna.

Ensayos de colitis amibiana en ratones mostraron una fuerte participacion de

mastocitos e infiltrado inflamatorio semejante al de humanos®*.

Mientras que en el modelo de hamster para el absceso hepatico se ha descrito
en etapas tempranas la presencia de moderado infiltrado de neutrdfilos
alrededor de los capilares y dentro del epitelio, posterior al infiltrado de
neutréfilos se agregan linfocitos y macréfagos®®. Se considera que los
neutréfilos pueden participar tanto al provocar dano tisular como en controlar

la infeccidon amibiana®®.

No obstante estas descripciones anatomopatoldgicas detalladas y los diversos

estudios realizados en animales, poco se ha indagado acerca de la
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participacion de las células epiteliales intestinales (produccion de defensinas,
activacion de enzimas como NOS y COX-2) para evitar la invasién o promover
el infiltrado inflamatorio. El poco conocimiento que de esto se tiene, es que los
productos amibianos estimulan a las células epiteliales humanas en un modelo
de ratén (SCID-HU-INT) para demostrar que producen citocinas
proinflamatorias (IL-1B e IL-8) y contribuir de esta manera al establecimiento
del infiltrado?*; también se ha demostrado in vitro que modifican las uniones
intercelulares epiteliales®” lo que pudiera provocar inestabilidad del epitelio y a

partir de ello facilitar la invasion.

I1.6 Interaccion de E. histolytica con mecanismos
humorales y celulares de la inmunidad innata en
la lamina propia.

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a las
infecciones. Un mecanismo importante de la inmunidad innata es la secrecién
de moco por las células epiteliales intestinales, que protege la mucosa de
agentes dafiinos y permite el crecimiento de la flora bacteriana normal. Esta
capa de moco estd compuesta por mucina, glucoproteinas y glucolipidos.
Chadee y Petri (1987)*® demostraron que la mucina purificada de ratas y
humanos se une a la lectina de adherencia de E. histolytica y de esta manera
previene su unién a las células epiteliales y la consecuente citdlisis, pero por
otra parte, esta unidon puede contribuir a la resistencia de E. histolytica al

complemento. En la amibiasis intestinal humana y en la colitis aguda se ha
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visto deplecién de la capa de moco que recubre las células epiteliales

intestinales®

En lamina propia hay diversas poblaciones celulares de la respuesta inmune
innata entre las cuales se incluyen macréfagos, neutrdfilos y células NK*°. Por
lo tanto, los trofozoitos de E. histolytica al sobrepasar la barrera de células
epiteliales y localizarse en la lamina propia de la mucosa se encontraran con
mecanismos de defensa adicionales como el complemento y células de la
inmunidad innata. En este encuentro es probable que se establezcan
interacciones fisicas entre las amibas y células inflamatorias y sus productos
(enzimas lisosomales y metabolitos dependientes del oxigeno), asi como con
componentes de la via alterna del complemento y la via de la lectina que se

une a manosa.

E. histolytica puede destruir a las células con las cuales establece contacto a

través de apoptosis*® o por el contrario, las células 0 moléculas del hospedero

pueden eliminarla***?,

Las moléculas que pueden reconocer y eliminar a E. histolytica son el
complemento activado por la via alternativa o por la via de la lectina que se
une a manosa (MBL) in vitro****; pero estudios in vivo en hdmster muestran

que el complemento no tiene efecto sobre las amibas®®, lo que introduce un

campo de incertidumbre al respecto.

Las células que pueden destruir a las amibas son NK y macréfagos. Las células
NK estimuladas por citocinas como IL-12 e IL-18 producen IFN-y el cual a su
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vez estimula la produccién de NO por parte de macréfagos*®. Por otro lado las
células NK pueden ser capaces de destruir a las amibas directamente o a

0*7"*®. sin embargo, no

través de la produccidon de perforina, Granzima y N
existe ninguna evidencia hasta el momento sobre el resultado de interacciones

in vivo e in vitro entre trofozoitos de E. histolytica y células NK.

Durante las infecciones por amibas los neutréfilos son reclutados al sitio de la
invasién para destruirlas, aunque se ha visto que las amibas de cepas mas
patdgenas fagocitan polimorfonucleares neutréfilos completos y otras células.
Sin embargo en los tejidos donde estan las amibas el dafio a los mismos es
ocasionado por la liberaciéon del contenido de los granulos de los fagocitos
como neutrofilos, mas que por el contacto de las amibas con las células del
huésped. Esto se ha observado en las lesiones hepaticas por amibas en
animales de experimentacion como el hamster*?.

Los macréfagos pueden responder a los microorganismos casi tan rapido como
los neutrdfilos, pero persisten mas tiempo en los lugares de la inflamacidén. Por
lo tanto los macréfagos son las células efectoras que predominan en las fases
avanzadas de la respuesta inmune innata, 1 o 2 dias después de la infeccion.
Los macréfagos viven mas tiempo que los neutréfilos y no se encuentran en
diferenciacion terminal por lo que se pueden dividir en el lugar de la infeccién.
El mecanismo efector de los macréfagos involucra la secrecion de enzimas
hidroliticas, liberacion de productos que activan el complemento y otras
sustancias que actuan en las células blanco por ejemplo bacterias, protozoos

células neoplasicas®®. Ghadirian y Meerovitch (1982)°! estudiaron la respuesta
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de los macroéfagos en absceso hepatico en hamster y sus resultados sugieren
que los macrofagos estan involucrados en la defensa del huésped contra el
establecimiento de absceso hepatico y diseminacién de las amibas. En estudios
in vitro se ha visto que de todas las células de defensa del huésped, solo los
macrofagos activados son capaces de destruir a las cepas de amibas

virulentas®2.

Por otro lado, aun cuando el macréfago participa en la destruccién in vitro de

amibas42'53'54

su papel en la amibiasis intestinal en humanos es incierto.

CD59 también conocido como inhibidor de membrana de lisis reactiva (MIRL),
es un factor que impide la polimerizacion de la proteina C9 durante la fase final
de la formacidon del complejo de ataque a la membrana, (es un complejo
molecular de fracciones del complemento que incluye C5b,C6,C7,C8,C9n, el
cual rompe la bicapa lipidica de la membrana de las células blanco llevandolas
a la lisis y muerte). Por lo tanto una de las funciones de esta proteina
reguladora del complemento es la de inhibir la insercion de la primera unidn
C5B-9 e impedir la polimerizaciéon posterior de C9n en la membrana de la

célula blanco®°°®

Citocinas y mediadores de la inflamacion

La respuesta del huésped en esta interaccidon huésped-parasito a nivel de la
mucosa intestinal puede ser que este mediada inicialmente por citocinas para
establecer una respuesta inmune inmediata a la presencia de E. histolytica,

como observa Jung et al.,””
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INTERLEUCINA 4 (IL-4).- Citocina secretada por las células Th2 activadas y
por los mastocitos, eosindfilos y baséfilos; es wuna glicoproteina de
aproximadamente 15 kDa de PM. Promueve la diferenciacion de Th2, que
actuan en el control de la respuesta inmune humoral, principalmente de la IgE;
también participa en la regulacidn negativa de la respuesta inmune celular
junto con la IL-10 e IL-13 mediante la inhibicién de la producciéon de citocinas
(INF-y e IL-2) por las células Th1°? Activa a las células B hacia la proliferacion
y diferenciacion en células plasmaticas. De igual manera induce la
hiperexpresién del Complejo Principal de Histocompatibilidad II (MHCII) en
éstas células. Activa la expresidn de receptores de IgE y junto con MHCII.
Inducen la presentacion antigénica hacia las células T. De igual manera induce
a las células B a la expresion de IgM superficial, de IL-6 y TNF-a. Todos los
mecanismos anteriores hacen que las células B sean activas presentadoras de
antigenos a las células T. Los efectos sobre las células T son la induccidn de
proliferacidon sobre los timocitos, actuan sobre la diferenciacion de las células

CD8+ (Th2) y estimulan la produccién de mas IL-4 por éstas células.

INTERLEUCINA 8 (IL-8).- Quimiocina que participa en las reacciones
inflamatorias. Se sintetiza de forma constitutiva en diferentes células en los
tejidos. IL-8 atrae neutrdéfilos. Los neutréfilos y los macréfagos expresan

receptores para IL-8 entre otras quimiocinas®®°%.

INTERLEUCINA 10 (IL-10).- Citocina producida por los macréfagos

activados y por algunos linfocitos T cooperadores cuya funcion mas importante
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consiste en inhibir a los macréfagos activados y, por tanto, en mantener el
control homeostatico de las reacciones inmunitarias innatas y adquiridas. Se
expresa principalmente en células del epitelio de colon de enfermos®*°°°¢, Se
sabe que hay una amplia lista de células que producen IL-10: incluye células T
CD8+, microglia, monocitos CD14+ (pero no CD16+), células Th2 CD4+
(ratén), queratinocitos, célula estelar hepatica, células TCD4+ Thl y Th2

(humano), células de melanoma, macréfagos activados, células NK, células

dendriticas, células B (CD5+ y CD19+) y eosindfilos®’ .

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMADOR BETA (TGF-B).- Citocina
producida por los linfocitos T activados, los fagocitos mononucleares y otras
células; sus acciones mas importantes consisten en inhibir la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos T, inhibir la activacion de los macréfagos vy

contrarrestar los efectos de las citocinas pro-inflamatorias.

Esta citocina descubierta en 1980 y producida por células Th3. De acuerdo a
las funciones descritas para TGF-B como la regulacion de la apoptosis,
induccién de tolerancia e inmunosupresién® y para las de IL-10 como
inmunosupresor y regulador de la interfase de la inmunidad innata y
adaptativa para limitar la magnitud de la respuesta inmune a los antigenos®?,
en amibiasis el trabajo conjunto de ambas citocinas desarrollan una funcién

importante en tratar de limitar el dano a los tejidos del huésped.
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CICLOOXIGENASA-2 (COX-2).- Enzima importante en el metabolismo del
acido araquiddnico para producir prostaglandina E2 entre otras’®. Se encuentra
de manera constitutiva en pulmones de ratas, predominantemente en células
musculares lisas de la tunica media de los vasos donde participa en la
regulacién del tono vascular’* Se encuentra también en el ovario y el Utero e
interviene en varios procesos reproductivos de la hembra’? COX-2 no se
detecta en la mayoria de los tejidos, pero se puede inducir sus sintesis en altos
niveles después de algunas horas de haber sido estimulado el tejido con
sustancias proinflamatorias’®>”7®. Wang y Chadee (1995)7° describieron que los
macrofagos producen PGE2 como respuesta al contacto con trofozoitos de E.
histolytica y en consecuencia inducen un estado de inmunosupresién local por
esta via, ya que la PGE2 se asocia fuertemente a la disminucién de la
respuesta inmune al actuar como inmunosupresor sobre linfocitos B, Thl, Th2

y macrofagos®®.

iNOS.- El Oxido Nitrico (NO) se produce a partir de L-arginina por la actividad
de las sintasas del Oxido Nitrico (NOS)””. En esta reaccién la L-arginina, el O,
y el NADPH son sustratos; y el mononucléotido de flavina y dinucleétido de
flavina y adenina, hemo y tetrahidrobiopterina son cofactores y el NO y la
citrulina son productos de la reaccidn catalizada por la NOS que es una

dioxigenasa’®®°

Hasta el momento se han identificado tres isoformas de NOS: NOS I,
constitutiva de tejido neuronal (nNOS); NOS II, inducible por citocinas o
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endoxinas en macrofagos, hepatocitos, células mesangiales y células de
musculo liso de los vasos (iINOS); y NOS III constitutiva de las células
endoteliales (eNOS). La expresion de iNOS se induce con endotoxinas

bacterianas y/o citocinas®'®?

iINOS es una enzima que genera radicales libres
de nitréogeno (6xido nitrico) cuya funcidon es muy importante en varios procesos
celulares como la inflamacion y en respuestas antiparasitarias como en
Leshmania y E. histolytica se ha estudiado en modelos animales®*%¢ .

Se han descrito numerosos factores de crecimiento y factores vasoactivos que
estan implicados en la regulacion de su expresion. Entre estos se encuentran
el factor activador de plaquetas®’y el factor de crecimiento de fibroblastos®®. Y
por otra parte entre los factores que disminuyen su expresién, se encuentran,
la trombina®® el factor de crecimiento derivado de las plaquetas®® y el Factor

de crecimiento transformante beta (TGF-B)°'%3

DEFENSINAS.-Péptidos ricos en cisteina que se encuentran en la piel y en los
granulos de los neutréfilos y que actian como antibidticos de amplio espectro,
eliminando una amplia variedad de bacterias y hongos. La sintesis de
defensinas aumenta en respuesta a citocinas inflamatorias con IL-1 y TNF. Hay

94,95
’

6 tipos de defensinas dependiendo de la célula donde se encuentre se

sabe que las defensinas se producen normalmente en las células de Paneth del
intestino delgado y esta aumentada su produccion en la enfermedad

|96,97

inflamatoria intestina , pero disminuida en la enfermedad de Crohn®%.
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INTERFERON GAMA (INF-y): Citocina producida por los linfocitos T y NK
cuya funcion mas importante es ser el principal inductor de la actividad
bactericida de los macréfagos y estimula la expresion de las moléculas del
MHCI y 1II, asi como de moléculas coestimuladoras, en las células
presentadoras de antigeno, como los macréfagos y las células dendriticas.
Mientras que en la inmunidad innata las células NK producen el IFN-y en
respuesta al reconocimiento de ciertos componentes de microorganismos, en la
adaptativa las células T producen INF-y en respuesta al reconocimiento del
antigeno®®. (IFN-y se llama también interferén inmunitario de tipo II). El INF-y
es uno de los mediadores mas importantes de la inflamacién en el intestino,
tanto en la patologia humana como en los modelos experimentales en
animales, y su expresion se ha relacionado directamente con el dafio tisular en
varios procesos inflamatorios del intestino como la colitis ulcerosa y la

enfermedad de Crohn°°,

Entamoeba histolytica induce un estado de

inmunosupresion local o sistémico.

Algunos pacientes cursan con estado clinico grave que incluso ha llegado a la
extirpacion de amplias zonas de intestino grueso en el caso de colitis
fulminante por amibiasis, o a realizar intervenciones quirdrgicas de
laparotomia exploradora para hacer lavados de amplios abscesos hepaticos
gue comprometen la vida del paciente. Para tratar de explicar los extremos a

los que llegan estos individuos invadidos por E. histolytica, se ha propuesto
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gue existe un estado de supresion transitoria de la inmunidad celular durante
el curso de la enfermedad'®'°*, Sin embargo, se desconoce si ocurre
inmunosupresion de la respuesta inmunitaria a nivel de los érganos afectados

(intestino grueso e higado).

II. Hipotesis.

Durante la invasion de la mucosa por E. histolytica es probable que se
active la respuesta inmunitaria innata, por lo que se podra detectar la

activacion de los elementos de dicha respuesta.
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III. Objetivos.

II1.1 Objetivo General

Analizar la interaccion de las amibas con las células epiteliales y la
participacion de los componentes celulares y humorales de la respuesta
inmunitaria innata en la mucosa intestinal de individuos con amibiasis

invasora.

III.2 Objetivos Particulares
1. Analizar si las amibas inducen en células epiteliales la expresion vy

produccion de moléculas con actividad pro-inflamatoria (COX-2, IL-8).

2. Detectar la posible activacion de macroéfagos, neutréfilos y células NK,

mediante marcadores especificos como: iNOS y defensina.

3.- Analizar mediante técnicas de inmunohistoquimica la localizacién de
componentes de la via de activacion (C3b) y de moléculas reguladoras del

complemento (CD59) en la superficie de la amiba.

4.- Analizar por inmunohistoquimica la produccidn in situ de las citocinas IL-
10, TGF-B, IL-4 e INF-y.

5.- Realizar la deteccion de RNAmM de IL-10 mediante Hibridacion in situ.
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IV. Materiales y Métodos

Previo consentimiento informado (Anexo VIII.2) se realizd el estudio en 10
pacientes reclutados en Hospital Hidalgo del Instituto de Salud del Estado de
Aguascalientes (ISEA), Hospital General de Zona #2 del Instituto Mexicano del
Seguro Social (HGZ #2 IMSS) Aguascalientes y Hospital General de Zacatecas
(HGZ). En el servicio de Urgencias de los hospitales antes mencionados se
detectaron aquellos pacientes con antecedentes de amibiasis y que fueron
sometidos a cirugia y se les extirpd una porcidon de intestino grueso; de igual
manera se obtuvieron porciones de intestino grueso de cinco personas que por
causas ajenas a la amibiasis fueron intervenidos quirdrgicamente. (Anexo

VIIL.3)

REACTIVOS Y TECNICAS.

Los tejidos fueron fijados en formaldehido al 10% y procesados con la técnica
histolégica de rutina. Se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 6
micras de espesor de intestino grueso normal e infectado. Posterior a esto se
tineron con Hematoxilina y Eosina. De igual manera se hicieron las
Inmunotinciones Anti amibas'®®, anticuerpos anti iINOS de humano (Chemicon
PAB AB5380), anticuerpos anti COX-2 de humano (Chemicon PAB AB5118),
anticuerpos de cabra anti Defensina Humana (Chemicon PAB AB2114P),
anticuerpo de raton anti IL-8 humana (US biological MAB 18430-15),

anticuerpo de conejo anti IL-2 humana (Chemicon AB1418), anticuerpo de
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conejo anti IL-10 humana (Chemicon AB1416), Biotin-Rat anti-mouse IL-4 (US
biological Reagent cat: 18426-004), Anticuerpo de ratéon Anti C3b humana
(Chemicon MAB), TGF-B, (Chemicon MAB 1032), INF-y (Pierce M701), y CD 59
mouse anti-human (Chemicon MAB CBL467); Se emplearon anticuerpos
secundarios IgG (1:100) marcados con peroxidasa de cabra anti conejo
(Chemicon AP307P) y de cabra anti ratéon (IgG (Hyclone). Se hizo Hibridacién

in situ, para IL-10. (Sigma)

TECNICA DE CORTE Y TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA “2,

OBTENCION DE MUESTRA Y FIJACION
1) Obtencidon de la muestra.
2) Traslado en solucién Buffer de fosfatos.

3) Fijacion en solucion de formalina neutra al 10% durante 12-24 hrs.

DESHIDRATACION, ACLARAMIENTO, INCLUSION EN PARAFINA Y

CORTE.

4) Lavado en agua corriente por 30 minutos

5) Deshidratacién por paso en alcoholes de concentracion ascendente
70%(2X),80%, 96%(2X), 100%(2X), cada paso es de wuna hora
aproximadamente.

6) Aclaramiento en dos pasos de xileno, cada paso es por una hora
aproximadamente.

7) Inclusion en Parafina en dos pasos 2 hrs cada uno.
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8) Obtencién del bloque.
9) Obtencidon de cortes de 6 micrometros de espesor y su montaje en

portaobjetos.

TINCION.

10) Desparafinizacion en estufa a 56 grados C. Por dos horas
aproximadamente.

11) Desparafinizacion en dos pasos de xileno 5 minutos cada uno.

12) Rehidratacion en pasos de alcoholes de concentracion
descendente 100%(2X), 96%(2X), 80%, 70%, agua destilada, 5
minutos en cada paso.

13) Tincidon con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

14) Viraje en agua corriente por 3 minutos.

15) Tincidn en eosina alcohdlica por 2 minutos.

16) Deshidratacion en pasos de alcoholes de concentracién
ascendente iniciando en 80%, 96%/(2x), 100%(2X) 5 minutos en
cada uno.

17) Aclaramiento en dos pasos de Xileno 5 minutos cada uno.

18) Montaje con resina sintética.

19) Observacion al microscopio.
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TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS***3

Para la deteccion trofozoitos de E. histolytica, de células iINOS+, COX-2+,

citocinas IL 1, IL 2, IL 4, IL 8, IL 10, TGF beta, Interferon gama, defensinas,

complemento (c3b), CD59.

Procedimiento:

Previamente se ha incluido el tejido en bloques de parafina para poder obtener

cortes de 5 a 7 micras de espesor.

10-

11-

Desparafinar en 2 pasos de xilol, 10 minutos cada uno

OH 100% 1 cambio.

Metanol + Peréxido de Hidrégeno.

50 ml. Metanol + 1 ml. Perdoxido de Hidrogeno 30% (Grado

Reactivo) 30 minutos.

OH 100% 3 minutos

OH 96% dos pasos c¢/u por 3 minutos

OH 70% 3 minutos

*PBS 1x 5 minutos

Desenmascarar con Citrato de Sodio 0.01M en olla Express por un
minuto (Hayat MA 2002)

Buffer de fosfato salino (PBS) 1X 5 minutos

Agregar 100 pl de suero fetal (Hyclone) al 25% en PBS 1X durante
45 minutos.

Inclinar la laminilla para quitar el liquido.

Agregar 100 pl del Anticuerpo primario anti las moléculas 6
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marcadores celulares mencionados al principio de la técnica a
diluciones entre 1:50 y 1:200. Incubar 1 hr. a 37 °C. o) dejar
toda la noche en refrigeracion.

12- Lavar en PBS Tween por 3 veces.

Incubar con el 2% Anticuerpo especifico para el anticuerpo
primario marcado con Peroxidasa 6 fosfatasa alcalina, A la
dilucion de 1:100.

13- Lavar x 3 veces en PBS Tween.

14- Revelar con Diamino Benzidina si el anticuerpo esta marcado con
peroxidasa o con rojo rapido, si el anticuerpo estd marcado con
fosfatasa alcalina. Lavar en PBS 3 veces.

15- Pasar a agua destilada x 5 minutos.

16- Tedir en Hematoxilina 6 con verde luz como contrastante.

17- Deshidratar y cubrir.

Nota: Duracidn de la técnica aproximadamente 8 horas.
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TECNICA DE HIBRIDACION IN SITU

Antes de Iniciar:

1.- Preparar 4 bafios de TBS (vasos de Coplin)

2.- Precalentar la placa de calor a 90°C.

3.- Precalentar la cdamara humeda a 37°C.

4.- Prepara solucion astringente y precalentar a 58°C.

5.- Sacar las sondas y otros reactivos del refrigerador y permitir que estén a
temperatura ambiente.

6.- Preparar la solucion de pepsina/HCL y precalentar a 37°C.

PASO 1 DESPARAFINACION:
- Poner en el horno durante 30 minutos a 60°C.
- Sumergir en xilol 2 veces
- Alcohol absoluto 100% (ETOH) 2 bafios de 2 minutos cada uno,
- ETOH 95% 1 bafio de 5 min.
- ETOH 70% 1 bafo de 5 min.
- ETOH 50% 1 bafio de 5 min.
- Agua tratada- DEPC 2 bafios rapidos

- DEPC-PBS 2 banos de 5 min. c/u

PASO 2

Digestion con Pepsina:

- Incluir los tejidos en una solucion precalentada de pepsina (500 pug/ml)-
HCL (200mM) durante 3-10 minutos al 37°C.
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- Lavar en 3 banos de agua destilada
Pretratamiento con Calor:
- Sumergir los tejidos durante 20-40 minutos a 95°C en solucién de

hibridacion precalentada.

PASO 3 HIBRIDACION.
Quitar el exceso de agua de los tejidos y colocar una gota de la sonda para IL-

10 con la siguiente secuencia:

PRODUCT SIZE: 176, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 catcaggggcttgctcttgcaaaaccaaaccacaagacagacttgcaaaagaaggcatgce
SOOOOOEEEE5555555>>>

61 acagctcagcactgctctgttgcctggtcctcecctgactggggtgagggccagecccaggee

121 agggcacccagtctgagaacagctgcacccacttcccaggcaacctgectaacatgette
<LLLL LKL

181 gagatctccgagatgccttcagcagagtgaagactttctttcaaatgaaggatcagctgg)
sobre el tejido (cerca de un mechero para evitar contaminacién) y cubrir con
un cubreobjetos (o parafilm).

- Colocar la laminilla en una placa caliente a 90°C durante 6 minutos.

- Pasar la laminilla a la cdAmara humeda precalentada en la estufa a 37°C

durante 60 minutos.

PASO 4 LAVADO ASTRINGENTE
- Retirar los tejidos de la cdmara humeda y sumergirla en TBS durante 5-
10 minutos (Primero dejar que el cubreobjetos se desprenda libremente

dentro del TBS).
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- Lavado con TBS durante 2 minutos.
- Introducir las laminillas en la solucién astringente e incubarlas durante
30 minutos a 37°C.

- Lavar en TBS por 5 minutos.

PASO 5 DETECCION

- Para prevenir el secado de los tejidos este paso se hace en la cdmara
himeda.

- Aplicar streptavidina-HRP a los tejidos. Incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

- Sumergir las laminillas en TBS durante 5 minutos.

- Aplicar a las laminillas suficiente substrato DAB/H,0, por 60 minutos en
la obscuridad. Incubar a temperatura ambiente.

- Lavar en agua destilada por 5 minutos.

PASO 6 CONTRASTADO Y MONTAIJE

Contratefir con Hematoxilina de Harris 5 minutos

Deshidratar y aclarar en xilol y poner resina y un cubreobjetos
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Analisis morfométrico.

Como recomienda Méndez (1990) °°

, se tomaron en cuenta por lo menos 3
cortes histologicos; de cada corte se seleccionaron 5 campos a 400X segun
esquema anexo. Por cada campo, se realizd el analisis morfométrico en al

menos 10 células; con estas 10 mediciones se hizo analisis estadistico.

/Y | /7 / \
/ I/ /7 \
CAMPOS DE ESTUDIO CORTE HISTOLOGICO

Analisis estadistico.

El conteo de células tefiidas para cada citocina tanto de los controles como de
las muestras de los pacientes fue expresado como la Media + Desviacion
Estandar, y las diferencias estadisticas entre dos medias fue analizada usando
t-de Student. Los valores de p< 0.05 se consideraron con significancia
estadistica.

El andlisis se realizd con el programa Sigma Stat para Windows version 2-03

(SPSS Inc.).
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IV. Resultados.

Los cortes de intestino grueso sano no mostraron ninguna alteracion
histolégica (Fig. 2); Los cortes de intestino grueso con colitis amibiana

mostraron alteraciones tanto macroscdpicas como microscoépicas.

Fig 2B.- Histologia de Intestino grueso sano. Hematoxilina/Eosina (40X):
donde se aprecian su capa mucosa (a), submucosa (b) y la muscular

longitudinal interna (c).

Fig. 3B.- Aspecto macroscopico de intestino grueso de pacientes con colitis

amibiana fulminante, (A) cara externa y (B) cara interna.
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Las Ulceras amibianas se localizaron a lo largo de los intestinos analizados y se
caracterizaron por su color verde amarillento cubiertas por material mucoso,
presentaron orificios tanto por la superficie interna del intestino como por la

cara peritoneal (Fig. 3).

Fig. 4.- Intestino grueso con ©colitis fulminante (25X).
Hematoxilina/Eosina. Areas de destruccién en fondo de Botella (flechas).

En los cortes de intestino con colitis amibiana se observaron zonas de
destruccion de la mucosa que coinciden con las ya descritas por varios autores
en fondo de botella o botdn de camisa, estas lesiones llegan en algunos casos

hasta la muscular externa.
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Fig. 5. Deteccion de trofozoitos de E. histolytica (Inmunoperoxidasa
400X). Todos los casos de colitis amibiana estudiados presentaron trofozoitos
de E. histolytica en los tejidos en estudio; en A) se observa un trofozoito
(flecha) rodeado de abundante tejido inflamatorio (H & E, 400 X); B)
trofozoitos (flechas) en zona sin infiltrado inflamatorio (Inmunoperoxidasa
anti-E. histolytica, 400 X); c) Trofozoitos (flechas) en zona de necrosis con
poco infiltrado inflamatorio (Inmunoperoxidasa anti-E.histolytica, 400 X); D)
Trofozoitos (flechas) en zona con abundante infiltrado inflamatorio
(Inmunoperoxidasa anti-E. histolytica, 400 X).

Los trofozoitos se identificaron por reaccién inmunohistoquimica con anticuerpo

primario de conejo anti E. histolytica, elaborado por Ventura et al., (2002)%,
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en cortes procesados e incluidos en parafina, las amibas se localizaron en
diferentes zonas de la mucosa como lo reportd Ventura et al. (2007)*%’.
Estos diferentes aspectos los han descrito Ventura, et al. (2007)*°/, asi como

su relaciéon con los tipos de células inmunitarias que conforman en infiltrado

inflamatorio.

Fig. 6.- Deteccion de Interferén-y.- (Inmunoperoxidasa 400X) (A y B)
Trofozoitos de E. histolytica fueron postivos a INF-y. (C) Escasos linfocitos del

infiltrado inflamatorio de las lesiones amibianas positivos.

INF-y no fue expresado por las células inflamatorias cercanas o distantes a las
amibas, aunque ocasionalmente se observaron algunos linfocitos positivos.
Cabe destacar que la gran mayoria de los trofozoitos de E. histolytica
localizados en las areas de tejido dafiado fueron marcados con el anticuerpo

anti INF-y.
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Fig. 7.- Deteccion de IL-4 (Inmunoperoxidasa 400X). A) Infiltrado
inflamatorio con células positivas a IL-4 (flechas); B) Algunas células positivas
distantes de los trofozoitos C) infiltrado inflamatorio abundante, pero con muy
pocas células positivas a esta citocina (flechas); D) En los casos de colon sano,

no se observaron en lamina propia células positivas a IL-4.

Mientras que IL-4 no fue expresada en las células de la mucosa de colon sano
(Fig. 7 D). La mucosa del colon con lesiones amibianas tenia numerosas
células positivas a IL-4 en el infiltrado inflamatorio. (Fig. 7 A y C) Mientras que

los linfocitos cercanos a las amibas no expresaban IL-4 (Fig. 7 B).
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Fig. 8.- Deteccion de IL-8 (A) No fue expresada en células de la mucosa de
colon sano. B) Se observd reaccion positiva en escasas células epiteliales de
las criptas de Lieberkliihn de la mucosa de colon afectado por E histolytica. (Cy
D) Una reacciéon fue encontrada en mayor nimero de células de lamina propia
de los casos con colitis amibiana (flechas). (Inmunoperoxidasa Ay B 400X C

y D 1000X)

IL-8 no fué expresada en las células de la mucosa de colon sano (Fig. 8A). En

la mucosa de colon afectada por E histolytica los neutrdéfilos en el infiltrado

inflamatorio de ldamina propia expresaron IL-8 (Fig. 8 Cy D)
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Figura 9.- Detecciéon de IL-10.- (Reaccion a la inmunoperoxidasa, 400X).
(A)Se observd una reaccidn muy débil en las células epiteliales de las criptas.
(B y C) Una reaccién mas intensa se detecté en las células epiteliales de las

criptas de las muestras de colon con amibas.

IL-10 no fue expresada en una de las seis muestras de colon sano. En las otras
cinco muestras, la expresion de IL-10 fue débil y Unicamente se observd en las
células epiteliales de las criptas de Lieberkiihn. (Fig 9 A). IL-10 fue expresada
intensamente en las células epiteliales de la mucosa de colon afectado por E

histolytica (Fig 9 B y C). La localizacidon y caracteristicas de las células que
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expresan IL-10 indican que estas células son al parecer células

enteroendocrinas.

Figura 10.- Deteccion de RNAm de IL-10. (A) Intestino sano; (B) Intestino
con colitis ambiana donde se observa mayor expresion del RNAm de IL-10 en
las células epiteliales de las criptas de Lieberkihn, este resultado coincide con

el encontrado mediante Inmunohistoquimica.

TGF-B.- En las muestras de colon sano, TGF-B se expres6 en algunas células
epiteliales (flechas en fig. 11 A). En las muestras de los pacientes con colitis
amibiana se observd una proporcion mas alta de células positivas a TGF-B
(Flechas Figuras 11B, Cy D)
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Figura 11.- Deteccion de TGF-B. (inmunoperoxidasa anti-TGF-B, X400).A)
En tejidos sanos se encontré inmunorreactividad en escasas células del epitelio
de recubrimiento de intestino grueso (flechas). (B, C y D). En 3 casos se
observd positividad para TGF-B en células de criptas de Lieberkiihn (doble

flecha) y abundantes leucocitos positivos en ldamina propia de todas las

muestras con colitis amibiana(*).
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Figura 12.- Conteo de células en mucosa normal y mucosa con colitis
amibiana. (A) Solo en los casos de colitis amibiana se encontraron células
positivas a IL-8. (p = 0.031) (B) En la mucosa del colon afectada por E.
histolytica se detectaron un numero considerable de células epiteliales
positivas a IL-10 que en las células epiteliales de los controles (p= 0.004). (C)
En la [dmina propia de las muestras afectadas por amibas se un nimero mayor
de linfocitos fuertemente positivos a IL-4 que en |lamina propia del colon de
los controles (p < 0.0.001).

(D) Encontramos mas células epiteliales (EP) positivas a TGF-B en los controles
que en los casos de colitis amibiana (p < 0.001); sin embargo, detectamos
mas linfocitos TGF- B+ en lamina propia de los casos colitis amibiana que en

lamina propia de colon de los controles (p = 0.003).
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COX-2.- En las muestras de colon sano, se observo en 3 de los casos una
reaccion muy débil y en los otros 3 fue nula a la deteccion de la enzima
ciclooxigenasa 2 (flechas fig. 13). Se detectaron células epiteliales de las
criptas positivas a esta enzima pro-inflamatoria (Figs 13B y C); algunos casos
mostraron positividad en la cara apical de las células epiteliales de las criptas.

(Fig 13 flecha)

Figura 13.- Ciclooxigenasa. A) Débil reaccion en las células de las criptas de

Lieberkiihn del intestino sano (flecha) y en otras nula; B) Se detectaron células

40



epiteliales de las criptas de Lieberkihn (flecha) con fuerte positividad en los
tejidos con lesiones amibianas; D) algunas células de las criptas presentaron
positividad en sus porciones apicales (flechas). (inmunoperoxidasa anti-COX-2;

X400).
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Figura 14.- Conteo de células positvas a COX-2 Esta enzima se detectd
en el tejido intestinal del 50% de los individuos tanto en sanos como con
colitis. La positividad estuvo presente en el borde superficial del epitelio intes-
tinal (figs 13A), Las células positivas se localizaron en el epitelio de las criptas
de Lieberkiihn tanto en sano como en colitis (flechas en figs. 13B y 13D), fue

muy distinta la intensidad de la marca en los diferentes casos.

iNOS.- Las muestras de colon sano fueron negativas para iNOS (fig 15), el
borde apical de las células epiteliales mostraron inmunorreaccién a iNOS, y en

todos los casos de colitis amibiana se observaron macréfagos positivos (flechas
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C, D y F) en lamina propia de las areas de tejido lejanas a las amibas. Los

trofozoitos de uno de los casos di6 positividad a iNOS.

Figura 15.- Sintasa del Oxido Nitrico inducible (iNOS). A) El intestino
sano es negativo a la produccién de esta enzima. B) El borde apical de las
células epiteliales de las criptas de Lieberkiihn (flecha) de intestinos con
amibiasis mostraron inmunorreactividad para iNOS; C, D y F) algunos
macréfagos de la lamina propia (flecha) fueron de igual manera positivos; E)
Trofozoitos (6 por campo) marcados con anticuerpo anti iNOS.

(Inmunoperoxidasa anti-iNOS; X400).
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Figura 16.- Conteo de células positivas a Sintasa del oxido nitrico
(iNOS).- enzima presente en células de lamina propia de mucosa de intestinos
con colitis (3 células por campo a 40X), pero no en intestinos sanos, la
positividad estuvo presente en escasas células epiteliales (flecha en fig 15B) y

principalmente en macréfagos (flecha en fig. 15C y 15D).

Defensina humana B-3.- En las muestras de colon sano no se observaron
células positivas a esta clase de Defensina (Fig 17A). En las muestras de colon
con colitis amibiana los granulos de los neutréfilos de lamina propia vy

submucosa mostraron reaccion positiva (Figs 17B,C y D).
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Figura 17.- Defensina Humana B-3 A) Control sin células positivas a
defensina humana en los tejidos sanos. B, C y D) Se detectaron neutréfilos
positivos a defensina (flechas) en lamina propia y submucosa de intestinos con

lesiones amibianas (Inmunoperoxidasa anti-defensina humana; A y B 400X; C

y D 1000X).
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CD 59.- Las amibas de las muestras de colon con colitis ambiana fueron
positivas a CD59, la intensidad de la reaccién fue variable, como se observa en
la figura 19A (flecha superior) hasta un poco baja como el de la parte inferior
derecha de la misma figura; otras zonas de intestino presentaron trofozoitos
solitarios con reactividad intermedia en una amplia zona de necrosis con
detritus celulares de la mucosa como de células inflamatorias (fig. 19B);
también se observaron trofozoitos de mediana reactividad en zonas de necrosis
con escaso infiltrado inflamatorio (fig. 19C); finalmente, en otras areas de las
lesiones intestinales se identificaron trofozoitos con muy baja reactividad
localizados en areas de necrosis compuesta por células de la mucosa-

submucosa dafada sin infiltrado inflamatorio (fig. 19D).

45



Fig 19.- Deteccidon de CD59. (Inmunoperoxidasa 400X). Amibas localizadas
en los diferentes zonas de las lesiones amibianas presentaron reactividad a la
proteina CD59.

C3b.- Las muestras de colon sano no fueron positivas a C3b (fig. 20A) Sin
embargo en las muestras de colon con lesiones amibianas hubo positividad al
parecer en neutrofilos y macréfagos de submucosa en areas alejadas de las

amibas (flechas en figs 20B, C y D).
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Fig 20.- Deteccion de C3b. (Inmunoperoxidasa 400X) A) Las muestras de
colon sano sin positividad. B, C y D) Intestino con colitis fulminante células

positivas en submucosa en areas alejadas de las amibas (flechas).
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V. Discusion.

En este trabajo se reporta por primera vez la expresion de algunas citocinas
por células de la mucosa intestinal humana en lesiones provocadas por E.
histolytica, para poder discernir algunos de los mecanismos de regulacién en la
interfase huésped parasito. Algunas de esas citocinas se cree que estan

108-111  Ademéds, en

involucradas en la patogénesis de la colitis amibiana
modelos experimentales donde tejidos intestinales humanos fueron infectados
con cepas virulentas de trofozoitos de E. histolytica, IL-8 fue producida por
células epiteliales intestinales en regiones morfoldgicamente normales
distantes de las areas de tejido dafiado**?. Al parecer IL-8 induce la migracidn
rapida de neutréfilos en el sitio de infeccidon aguda por E. histolytica®*?%1%?,
En un estudio previo Ventura et al., (2007)*°” demostraron también que los
neutréfilos son abundantes en areas de tejido sin alteraciones morfoldgicas
cercanas a las Ulceras. Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la
hipétesis de que la produccion de citocinas como IL-1 e IL-8 por las células
epiteliales intestinales puede jugar un papel central en la patogénesis de la
infeccion amibiana. Al parecer la atraccién de los neutréfilos incrementa la
inflamacion y el dafio al tejido**.

IL-4 fue expresada por nhumerosos linfocitos del infiltrado inflamatorio cerca de
las areas de tejido danado, pero no en los linfocitos cercanos a las amibas. De
acuerdo a un estudio de Sanchez et al., (2002)**3en los individuos infectados

con E. histolytica la expresion de IL-4 por los linfocitos de sangre periférica es

mas alta comparada con los controles sanos; y de igual manera los linfocitos
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del torrente sanguineo de individuos infectados con cepas patdégenas de E.
histolytica expresan altos niveles de IL-4. Ademas, los estudios en roedores
indican que IL-4 juega un papel en la patogénesis de la amibiasis. Por ejemplo,
un estudio muestra que la infeccién amibiana intra cecal en ratones CBA (una
cepa muy susceptible) permite un aumento en la produccion rapida vy
sostenida de interleucinas por los linfocitos Th2 (IL-4+, IL-5+, IL-13+), lo cual
inhibe la produccidon de INF-y e impide la eliminacidon de la infecciéon **%.
Consecuentemente, en gerbos la resistencia a la reinfeccion se asocia con baja
produccion de IL-4 '3,

IL-4 la citocina tipica de Th2''®!'7 estimula el desarrollo de células Th2 de
linfocitos TCD4+ virgenes y funciona como un factor de crecimiento autdcrino
para células Th2 diferenciadas**”"**#, IL-4 e IL-10 vistas como inhibidoras de la
diferenciacion de Thi ***'2° pueden suprimir la inmunidad mediada por
células en el colon humano invadido por E. histolytica y de esta manera
contribuir a la supervivencia del parasito.

IL-10 se expresd intensamente en células epiteliales aisladas pero no en
lamina propia de mucosa infectada por E. histolytica. Esta es la primera vez
que se reporta que IL-10 es expresada en la mucosa del colon con colitis
amibiana®*®. En un estudio previo se reporté mayor expresion de IL-10 en los
linfocitos de sangre periférica en los pacientes con amibiasis invasiva (colitis y
absceso hepatico) que las células de los controles sanos®®. Ademas, evidencias
recientes sugieren que IL-10 tiene un importante papel en la inmunidad innata
en modelos murinos de colitis amibiana'?'. Sin embargo, el mecanismo por el

cual IL-10 contribuye a la inmunidad innata adn no se conoce. Se ha reportado
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un mecanismo que involucra la participacion de IL-10 estimulando la

produccién de mucina por las células caliciformes del epitelio*?**?

para
mantener la barrera protectora. Otro mecanismo propuesto se basa en los
efectos anti-inflamatorios de IL-10 en las células epiteliales y los leucocitos*?*
pero al parecer no es relevante porque hay un proceso inflamatorio importante
en el colon invadido por E. histolytica. En resumen, la sintesis de IL-10 en la
colitis amibiana sugiere que su actividad es insuficiente para controlar la
inflamacion intestinal*?®. Es evidente la produccién de IL-10 por células de la
mucosa intestinal de colén en infecciones por E. histolytica. Este hecho no se
habia descrito anteriormente, lo que se habia mencionado es la modulacién en
la expresion de esta citocina por linfocitos de sangre periférica en

amibiasis'?®®>® y se habia vislumbrado su participacin en modelos

23,115 Ademds se ha descrito que la IL-27 producida por las células

animales
de la respuesta inmune innata inducen a las células T a producir IL-10%°. La
produccion y expresidon de IL-10 por células epiteliales intestinales puede ser
una manera de modulacién de la respuesta inmune inducida por el agresor. Se
sabe que las células del epitelio intestinal producen una serie de citocinas
proinflamatorias ante E. histolytica en modelos animales''?, pero no se ha
descrito la produccién intestinal de IL-10 in situ como se ha reportado en este
estudio; el origen de la IL-10 aun no es preciso, Ventura et al., (2003)*°*
describieron con anterioridad en humanos la presencia de mayor cantidad de
células CD8+ en lesiones hepaticas amibianas que se sabe son productoras de

IL-10, pero no en intestino donde no se detectd variacién alguna de este tipo

celular con respecto a las personas sanas'®’, de tal manera que la fuente de
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IL-10 puede ser de origen del epitelio intestinal. A la amplia lista de células que
producen IL-10%7; agrego las células del epitelio intestinal humano sobre todo
ante la agresidon por E. histolytica. La produccion de IL-10 apoyaria la tesis de
que E. histolytica induce un estado de inmunosupresiéon local, pero ahora con
la respuesta innata del epitelio intestinal que estableceria una respuesta de
resistencia al patdgeno como lo sugiere Ivory et al., (2007)**? y Hamano et al.,
(2006)*2*, Por otra parte, la funcidn de las células epiteliales del colon ante la
presencia de E. histolytica seria similar a la funcion de las células de Paneth de
las criptas de Lieberkihn en intestino delgado, pues ellas producen defensinas
antibacterianas especificas de intestino que participan también en establecer
una respuesta de resistencia a la invasién bacteriana® o ciertas células
metaplasicas en intestino grueso en enfermedad inflamatoria intestinal®®. Para
corroborar la presencia de RNAmM de IL-10 se hizo hibridacién in situ
encontrandose postividad en las células epiteliales del fondo de las criptas de
Lieberkihn en un patrén de distribucion semejante a la que se observd con
inmunohistoquimica.

TGF-B.- El numero de células en ldamina propia que expresaron TGF-B fue
significativamente mas alto en la mucosa del colon de pacientes infectados con
colitis amibiana que en los controles sanos. De acuerdo con nuestro resultado,
en otro estudio se han comparado controles sanos asintomaticos con pacientes
con amibiasis invasiva (colitis y absceso hepatico). Los linfocitos estimulados
con antigenos amibianos tienen mayor expresion de TGF-B8°°. La expresion

aumentada de TGF-B, una citocina con propiedades antiinflamatorias, puede

reducir el intenso infiltrado inflamatorio observado en la colitis amibiana
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fulminante®. Ademads, TGF-B es el principal estimulante de los macréfagos
para que expresen el gen de sintetasa de NO citotdxico para E. histolytica **°.
De este modo, una produccidn aumentada de TGF-B pudiera contribuir a
aumentar la activacion de los macréfagos e impedir la invasion del colén por
el parasito. Sin embargo, esos eventos aparentemente no estan ocurriendo en
la mucosa del colon infectado por E. histolytica. En resumen, los mecanismos
por los que TGF-B puede participar en la patogénesis de la colitis amibiana
permanece incierto.

Cabe mencionar que INF-y no se expresé en ninguna de las células
inflamatorias, cercanas o distantes a las amibas pero fue detectado en la
mayoria de los trofozoitos de E. histolytica; en relacién a la positividad de los
trofozoitos a el anticuerpo monoclonal anti-INF-y, probablemente se deba a
una reaccidn cruzada con alguna molécula amibiana desconocida. Se ha
reportado que los trofozoitos expresan moléculas que son reconocidas por
anticuerpos o proteinas del huésped, tales como sintasa del 6xido nitrico*®?,
COX127,128 y TNF'Glzg.

Los datos obtenidos de pacientes, modelos de amibiasis en roedores, y
experimentos in vitro sugieren un papel del INF-y en la patogénesis de esta
enfermedad. Generalmente en los humanos, la produccidon de altos niveles de

113,65,130 3| jgual que en los

INF-y se asocia con mayor resistencia a la infeccion
modelos animales®®, mientras que los niveles bajos se asocian con mayor
susceptibilidad a amibiasis intestinal y hepatica’**. El mecanismo por el cual la

produccion de INF-y es inhibida en el colon no se conoce pero al parecer esta
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relacionado con la produccion de IL-4 e IL-10, lo cual inhibe a las células Thi,
gue son el principal tipo de células productoras de INF-y.

COX-2.- enzima importante en el metabolismo del acido araquidénico para
producir PGE2 entre otras’’. La inmunolocalizamos en células del fondo de las
criptas de Lieberkiihn y en el borde apical de algunas células epiteliales de
colon de pacientes con lesiones amibianas. Wang y Chadee (1995) 7
describieron que los macréfagos producen PGE2 como respuesta al contacto
con trofozoitos de E. histolytica y en consecuencia inducen un estado de
inmunosupresion local por esta via, ya que la PGE2 se asocia fuertemente a la
disminucion de la respuesta inmune al actuar como inmunosupresor sobre
linfocitos B, Thl, Th2 y macréfagos’®. Aln mas, Sanchez, et al., (2004)***han
descrito que E histolytica induce la produccion de PGE2 en un modelo de
absceso hepatico en hdmster. Mas adelante, Gutiérrez-Alarcén et al., (2006)*?8
describieron que COX-2 esta fuertemente relacionada con trofozoitos de E.
histolytica y macréfagos en las lesiones de higado en hamsters. Lo
anteriormente descrito refuerza nuestro hallazgo inédito de que las células del
epitelio de intestino grueso humano expresan COX-2 y que estd probablemente
asociado a la influencia de las moléculas amibianas. E. histolytica también
induce al epitelio humano a colaborar en la inmunosupresion local con la
produccion de PGE2 mediante COX-2, siendo esto una via mas de expresion de
la respuesta innata intestinal en amibiasis.

iNOS.- enzima que genera radicales libres de nitrégeno (éxido nitrico) cuya
funcidn es muy importante en varios procesos celulares como la inflamacién y

2

en respuestas antiparasitarias como en Leshmania y E. histolytica*®*?, sobre
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todo. En modelos animales estudiados, destaca la funcién de los macréfagos
que estimulados por diversos mecanismos aumentan su produccion de NO vy

asi son efectivos en destruir a trofozoitos de E. histolytica**®®

, 0 modelos
resistentes como en amibiasis hepatica en ratén, donde aparecen
tempranamente PMNs y macroéfagos productores de NO y, probablemente
sean los actores principales de la eliminacién de trofozoitos'*?; en otros
estudios se ha detectado que los trofozoitos de E. histolytica en higado
humano expresan la enzima iNOS'®* y probablemente represente uno mas de
los mecanismos de agresion del parasito ante las defensas del huésped, esto
ultimo se explica por qué E. histolytica es consumidora de L-arginina del
medio de cultivo®®®.

Defensinas.- péptidos antimicrobianos que se encuentran en neutréfilos y en
células epiteliales del tracto gastrointestinal. Forman parte importante de las
defensas inmunes innatas del organismo. Hay 6 tipos de defensinas

dependiendo de la célula donde se encuentren®%®®

, hosotros localizamos B-
defensina-3 por Inmunohistoquimica en neutréfilos de mucosa de colon con
amibiasis. No la detectamos en colon de personas sanas como lo ha reportado
anteriormente Ventura el al., (2007)'°’; se sabe que las defensinas se
producen normalmente en las células de Paneth del intestino delgado y esta
aumentada su producciéon en la enfermedad inflamatoria intestinal®®®’, pero
disminuida en la enfermedad de Crohn®®. En estudios de colitis amibiana,
Ventura et al (2003;2007)*°**%7 han analizado previamente el hecho de que se

establezca un panorama de inmunosupresién, lo que nos permite deducir que

en el caso de la produccion de defensinas esta inhibida o suprimida por
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influencia de E. histolytica y solamente la podemos inmunolocalizar en los
granulos de los polimorfonucleares de la mucosa intestinal de los enfermos. En
los casos de colon sano los PMN no son abundantes, los datos obtenidos
coinciden con lo reportado por Ventura et al, (2007)*%7.

Los trofozoitos de E. histolytica encontrados en la mucosa del intestino grueso
en humanos presentan en su membrana una proteina antigénicamente similar
la proteina CD59 & protectina humana. Esto podria indicar que las amibas
sintetizan esta molécula o que fue captada del liquido tisular*3*®. Es también
probable que corresponda a la lectina de 170 kD de E. histolytica la cual tiene

9137138 3si que, mediante

similitud molecular y funcional con la protectina CD5
este mecanismo, dicha lectina participaria en la proteccidn de las amibas
contra la accidn del complemento*°. Aunque los experimentos in vitro indican

43,44 no se conocen los

que el complemento puede destruir a E. histolytica
mecanismos por los que el parasito escapa de la destrucciéon in vivo. Los
estudios de Ventura et al., (2008)**° demostraron que los trofozoitos expresan

una molécula antigénicamente similar a la protectina humana CD59.

En los resultados obtenidos por inmunohistoquimica anti C3b no encontramos
inmunorreaccion en los trofozoitos pero si en neutrdfilos y macréfagos de
submucosa en areas alejadas de las amibas, lo cual es normal sobre todo en

un proceso inflamatorio.
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VI. Conclusiones
En forma general podemos establecer con los resultados hasta ahora obtenidos
gque en la colitis amibiana los trofozoitos de E. histolytica inducen una
respuesta innata que coadyuva a establecer un panorama de inmunosupresion
y que estimula los canales necesarios para ello. Los hechos son la produccién
de IL-10 y TGF-B por las células epiteliales de colon y por las células linfoides
de lamina propia respectivamente; La capacidad de E histolytica de consumir
L-arginina probablemente le quitaria el sustrato a los escasos macréfagos
inmunosuprimidos para no producir NO en el medio que rodea a las amibas,
alun mas, la expresion de COX-2 que produciria PG2 que es un fuerte
inmunomodulador de las células linfoides y la disminucion o ausencia de
defensinas como proteinas bactericidas. La presencia de CD59 en la superficie
de las amibas puede ser un mecanismo importante de proteccion contra la
accion del complejo de ataque de membrana y por lo tanto un mecanismo de
patogenicidad. De tal manera que la amiba ejerce varias funciones de control

del sistema inmune innato para perpetuarse en los tejidos.
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Dr. Luis Munoz Fernandez. Profesor de asignatura, Dept de Morfologia y

Subdirector Médico del Hospital Hidalgo, Ags.

Dr. Joaquin Alvaro Victoria Hernandez, Médico Anatomopatélogo, Jefe del

Departamento de Patologia del Hospital Hidalgo, Ags.
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Dr. Rafael Campos Rodriguez, Departamento de Bioquimica de la Escuela
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VIII.2 Consentimiento informado para participar
en un Proyecto de Investigacion.

Titulo del proyecto: Amibiasis Intestinal: Respuesta Inmue Innata

Investigador: Dr. Javier Ventura Juarez. Departamento de Morfologia, Centro
de Ciencias Basicas, Universidad Auténoma de Aguascalientes, teléfono: (449)

910 8425.

Objeto vy Antecedentes: Este es un estudio acerca de los mecanismos de

respuesta del sistema inmunoldégico de personas que padecen amibiasis
intestinal. Esta enfermedad es causada por el parasito llamado Entamoeba
histolytica (amiba) y provoca gran destruccién en el intestino grueso, asi como
en el higado cuando viaja por la sangre; esta enfermedad se ha estudiado
mucho en animales de laboratorio por eso es necesario conocer mas de la

respuesta inmunoldgica en los enfermos.

Procedimientos.

Si consiento en participar sucedera lo siguiente:
1. Responderé a preguntas sobre mi historia médica.

2. Me someteran a una exploracién fisica y analisis de laboratorio necesarios

para confirmar que padezco de amibiasis intestinal.

3. Me extraeran sangre del brazo con una jeringa para poder obtener el suero
y las células que se van a estudiar. La aguja a veces produce una molestia
que dura menos de un minuto; en ocasiones se produce un hematoma,

pero esto ocurre con muy poca frecuencia.
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4. Se me haran estudio de rayos X, ultrasonido y si es necesario, se me
tomarda una muestra de biopsia de intestino grueso para confirmar el
diagndstico, estos no son dolorosos ni peligrosos, mediante estos estudios

se detectara el grado de dafio en el intestino grueso.

5. Me haran un seguimiento continuo del curso de mi enfermedad con el
tratamiento médico indicado y, a un mes después de haberme tomado la
primera muestra de sangre se me hara una segunda toma para realizar un

segundo estudio de mis células de la sangre.
Beneficios:

Es posible que no se produzca un beneficio directo alguno para mi por
participar en el estudio. Sin embargo, es posible que se conozca mas acerca de

la amibiasis en humanos.

Riesgos:

Durante la estancia en el hospital y bajo el tratamiento médico indicado que se

lleve adecuadamente, es raro que se puedan presentar complicaciones.

Confidencialidad:

Los resultados de todas las pruebas del estudio se discutiran conmigo. Toda la
informacidon obtenida en este estudio serd considerada confidencial y sera
usada sdlo a efectos de investigacion. Mi identidad sera mantenida confidencial

en la medida en que la ley lo permita.

Preguntas:
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El asistente de investigacion ha discutido esta informacién conmigo y se ha
ofrecido a responder a mis preguntas, puedo ponerme en contacto con el Dr

Javier Ventura Juarez al Teléfono 01 (449) 910 84 25 para aclarar mis dudas.

Derecho a rehusar o abandonar.

Mi participacion en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar
a tomar parte o a abandonar en cualquier momento, sin afectar ni poner en

peligro mi atencién médica futura.

CONSENTIMIENTO:

Consiento en participar en este estudio, he recibido una copia de este impreso

y he tenido la oportunidad de leerlo.

FIRMA: FECHA: / /

FIRMA DEL CLINICO:
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VIII.3 Diagndstico quirargico de los pacientes

Tabla 1 Caracteristicas principales del diagnéstico quirdrgico de los pacientes en estudio.

Origen Edad/Sexo Resumen diagndstico quirdrgico Co-morbilidad Fallecio
HHAgs 73/M Tleostomia, con apendectomia y colectomia No Si
HGZ 48/F Colectomia total por absecesos y necrosis HTA No
HGZ 68/F Hemicolectomia derecha y de colon transverso  HTA No
HGZ 75/M Hemicolectomia con ileostomia término terminal Alcoholismo No
HGZ 45/F Tlesostomia y colectomia DMII No
HGZ 3/F Colectomia DPC Si
HGZ 23(F Colectomia del segmento transverso por

numerosas perforaciones con peritonitis aguda IVU Si
IMSS-2 Ags. 70/M Colectomia de porcién ascendente No Si
HH Ags 85/M Tlesotomia total con colectomia No SI
HGZ 24/M Hemicolectomia derecha por colitis aguda

Amibiana necroabscesada y perforada No No

Un rasgo en comun de todos los pacientes del estudio es que ingresaron
al hospital con un cuadro de abdomen agudo posteriormente, al obtener
la historia clinica y una exploracién cuidadosa los pacientes fueron

intervenidos quirdrgicamente y se llegd al diagnédstico definitivo.
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VIII.4 Productos del Proyecto.

Ponente de Cartel en las “JORNADAS ACADEMICAS DE FISIOLOGIA
SEMESTRE “B” 2006”. En la Facultad de Medicina de la Universidad

Juarez del Estado de Durango. En Noviembre del 2006.
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Ponente de Cartel en e TERCER CONGRESO ESTATAL LA
INVESTIGACION EN EL POSGRADO. De la Universidad Auténoma de

Aguascalientes. En Octubre del 2007.
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Participaciéon en el Simposio: “AMIBIASIS” durante el XXXI Congreso
Nacional de Histologia, en la Escuela Superior de Medicina del IPN.

Octubre del 2008.
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31,384-391.

Parasite Immunology, 2009, 31, 384-391

HUMAN FULMINANT AMOEBIC COLITIS". Parasite Immunology, 2009.

DOI: 10.1111/].1365-3024.2009.01118.x

Expression of immune modulator cytokines in human fulminant

amoebic colitis

R. E. SIERRA-PUENTE,' R. CAMPOS-RODRIGUEZ,*> R. A. JARILLO-LUNA,? L. MUNOZ-FERNANDEZ,* M. G. RODRIGUEZ,’
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SUMMARY

Human fulminant amoebic colitis (FAC) is characterized by
uleeration and inflammation of the colon. The specific mix-
ture of pro-inflammatory and anmti-inflammatory cytokines
may participate in either the host defense or in the patho-
genesis of amoebic colitis. Therefore, we studied the expres-
sion of [L-8, IL-10, IL4, TGF-§ and IFN-y in human FAC
patients and controls through immunohistochemistry analy-
sis. The number of cells expressing IL-8, IL-4 and IL-10
was significantly enhanced in all FAC samples compared to
the control samples. However, the expression of TGF- f in
patients was low in the colonic mucosa and high in the

lamina propria compared with the control No expression of

IFN-y was found in the controls or FAC samples. The pro-
duction of IL-8 by intestinal epithelial cells may play a role
in the pathogenesis of amoebic infection, because this cyto-
kine attracts neutrophils, which lead to an inflammatory
reaction that results in tissue damage. The predominant
expression of the macrophage down-regulating cytokines,
IL-4, IL-10 and TGF-, or the Th2-type immune response
could inhibit a cell-mediated immune response, which in turn
would facilitate parasite invasion in these tissues.

Keywords cytokines, Entamoeba histolytica, human fulmin-
ant amoebic colitis
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INTRODUCTION

Entamoeba histolytica (E. histolytica) causes two major
clinical syndromes which present as amoebic colitis and
amoebic liver abscess. These mnfections result in 40-100
thousand deaths worldwide each year (1-3). The clinical
syndromes associated with intestinal infection by
E. histolytica include fulminant amoebic colitis (FAC), an
infrequent presentation of amoebic infection that has a
very high mortality rate (4). FAC is characterized by
inflammation and necrotic ulcerous lesions which extend
over large areas. Occasionally these lesions may extend to
encompass the entire colon (5,6).

It has been proposed that inflammation, prolonged by
an inappropriate immune response, may play a key role in
the tissue damage seen in intestinal amoebiasis (7-10). If
this is the case, the specific set and proportions of cyto-
kines produced by colonic epithelial cells in response to
amoebic infection (9,11-13) are probably important fac-
tors that determine whether the inflammatory response
eliminates the trophozoites or participates in the pathogen-
esis of amoebic colitis (7.12). The role of cell-mediated
immunity in protection from intestinal amoebiasis has not
been well defined (14,15). It is still unresolved whether a
type 1 (Thl) or type 2 (Th2) immune response dominates
in amoebic colitis, Furthermore, there is a lack of immu-
nohistochemical data in the literature regarding the
expression of cytokines in colonic mucosa of patients with
amoebic colitis. For these reasons, the aim of this study was
to determine the expression of TL-8, a pro-inflammatory
cytokine, and various cytokines produced by regulatory
T cells (IL-4, IL-10, TGF-p and IFN-y) in the colons of
patients with FAC. Our goal was to gain insights into their
role in the pathogenesis of amoebic colitis. Accordingly, the
number and distribution of cells that stained positive for

© 2009 Blackwell Publishing Ltd
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these cytokines were studied wsing immunohistochemistry
in the colonic mucosa from patients with FAC.

MATERIALS AND METHODS

Tissue samples

Eleven tissue specimens were obtained from patients
undergoing surgical resections of the ileum and colon for
amoebic lesions  Six control tissue specimens were
obtained from individuals undergoing resection of the
colon for benign polyps (14). This study was reviewed and
approved by the ethical committee of the three hospitals
involved as well as by the Universidad Autonoma de Agu-
ascalientes. In addition, the protocol was designed accord-
ing to the Helsinki Declaration.

Immunohistochemical technique

Specimens were placed in 10% formaldehyde and pro-
cessed by conventional histological techniques for paraffin
sectioning. Six-micron thick slices of normal or infected
large intestine specimens were deparaffinized and rehydrat-
ed with phosphate-buffered saline (PBS). The activity of
endogenous peroxidase was inhibited for 30 min with a
1% H,0, solution in 100% methanol. The specimens were
then rehydrated in a graded alohol series and placed in
PBS for 5 min. An antigen-unmasking solution (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) was applied at
vapour pressure for 1 min. Next, the samples were washed
in PBS for 5 min, incubated mn 20% foetal bovine serum
(Hydone Laboratories, Logan, UT, USA) m PBS for
30 min and washed three times PBS with 0:025% for
10 min. The slides of infected and uninfected tissue were
then incubated with the primary antibody for 12 h using
the following dilutions: 1 : 500 rabbit anti-E histolytica
immune serum (developed in our laboratory) (15); 1 : 100
mouse anti-human TGF-f (Chemicon MAB 1032, Chemi-
con International, Temecula, CA, USA); 1: 100 mouse
anti-human I[FN-y (Pierce M701, Pierce Biotechnology
Inc., Rockford, IL, USA); 1 : 100 mouse anti-human [L-8
(US Biological 18430-15, US Biological, Swampscolt,
Massachusetts, USA);, 1:100 rabbit anti-human [L-10
(Chemicon ABIL416); and | : 100 Biotn-Rat anti-mouse
IL-4 (US Biological Reagent cat: 18426-004). All slides
were washed with 0:025% PBS-Tween (PBS-T) for 10 min.
Shides were then mcubated for 12 h, washed with PBS-T,
and incubated with 1 : 100 secondary antibody peroxi-
dase-labelled goat anti-rabbit IgG (Chemicon AP30TP);
1: 100 secondary antibody peroxidase-labelled goat anti-
mouse lglG (Hydone); and Ultra Vision Plus Large
Volume Detection System Anti-Polyvalent HRP for 1 h at

@ 2009 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 31, 384-391
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room temperature and then for 1 h at 37°C. Afier incuba-
tion, the slides were washed with PBS-T for 10 min, and
peroxidase activity was measured with diaminobenzidine
for 5 min. Finally, the slides were counterstained for 7 min
with 1 : 10 Harris’ haematoxylin diluted in distilled water,
washed with water, dehydrated in a graded alcohol series,
passed twice through xylene and covered with synthetic
resin. Control shides were prepared following the same pro-
tocol for each antibody, with the exception of the primary
antibody being substituted with a nonspecific [gG antibody.
Finally, immune-stained cells were counted from five slides
for each sample. Five 40x fields were analysed for each shide
(viewing each corner and the centre) with the aid of Image
Pro-plus imaging software (Image Pro Plus, Media Cyber-
netics, Silver Spring, MD, USA), taking into consideration
the following parameters: cell size, roundness and reaction
colour (+, ++, +++, ++++, progressive reactivity).

Statistical analysis

The count of stained cells for each cytokine from controls
and patients samples were expressed as mean 5D, and
the statistical differences between two means were analysed
using the nonpaired Student’s i-test. All analyses were per-
formed using the statistical program Sigma Stat for Win-
dows version 203 (SPSS Inc, Ashburn, VA, USA).

RESULTS

We observed different patterns of damage in the samples of
amoebic colitis studied (Figure 1). These patterns included
(i) necrotic areas in contact with many E histolytica tropho-
zoites but not surrounded by inflammatory cells, (ii) necro-
tic areas in contact with £ histolytica trophozoites and
surrounded by some inflammatory cells and (i) necrotic
areas in contact with £, histelytica trophozoites surrounded
by many inflimmatory cells In order to gain more insight
into the mechanisms leading to each of these patterns, the
number and distribution of cells stained for IL-8, TL-10,
TGF-p, IL-4 and IFN-y were studied by immunohisto-
chemistry in the colonic mucosa from patients with FAC.

IL8

IL-8 was not expressed in the cells of healthy colonic
muecosa (Figure 2a). In the £ histolytica affected colonic
muecosa, neutrophik in the inflammatory infiltrate of the
lamina propria (Figure 2b) and lumen expressed [L-8
(Figure 2¢ and d). It was remarkable that a group of neu-
trophils in the inflammatory infiltrate distant from the
arcas with amoebas expressed IL-8. A significant differ-
ence was found in the quantitative assessment of [L-8 cell
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Figure 1 Detection of Entamoeba histolytica. All amoebic colitis cases presented E. histolytica trophozoites, which were in different aspects:

Parasite Immunology

(a) no relation to inflammatory cells, (b) surrounded by a few leukocytes and (c) surrounded by abundant inflammatory cells. Imnmunoper-

oxidase reaction, 400X.

expression in normal and inflamed colonic mucosa
(P = 0:031, t-test), as summarized in Figure 3(a).

IL-10

IL-10 was not expressed in one of six samples of healthy
colonic mucosa. In the other five samples, the expression
of IL-10 was scarce and detected in epithelial cells of the
crypts of Lieberkithn (Figure 4a, arrow). IL-10 was inten-
sely expressed in the epithelial cells of colonic mucosa
affected by E. histolytica (Figure 4b and c). The location
and characteristics of the cells that expressed IL-10
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Figure 2 Detection of 1L-8. (a) There was
no positive reaction in cells of normal
colonic mucosa. (b) We observed a posi-
tive reaction in scarce number of cells
(arrow) in epithelium of the Lieberkhiin
crypts of the mucosa affected by E. his-
tolytica. (c and d) A positive reaction was
found in a more abundant number of cells
n lamina propria of cases of amoebic coli-
tis (arrows). Immunoperoxidase reaction,
400X.

indicate they were likely to be endocrine cells The number
of IL-10 positive cells was significantly higher in the
mucosa of patients with amoebic colitis than in healthy
mucosa (P = 0004, Figure 3b). IL-10" cells were not
detected in the lamina propria.

114

While IL-4 was not expressed in the cells of healthy colo-
nic mucosa. The colonic mucosa with amoebic lesions con-
tained numerous cells in the inflammatory infiltrate that
were distant from the E. histolytica trophozoites. These

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 31, 384-391
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Figure 3 Quantifying of cells in normal z
and amoebic colitis. (a) Only in amoebic s

colitis cases we found IL-8+ cells. (b) In 1
colonic mucosa affected by E histolytica ~ ©

we detected a high number of epithelial 0

cells hard positive to IL-10 than in epithe-

lial cells in control colon (P = 0-004). (¢c)

In lamina propria of samples affected by
amoebas we found high number of (c)
lymphocytes hard positive to IL-4 than in
lamina propria of control colon

(P < 0-001). (d) We found more epithelial
cells (EP) TGF-f+ in control colon than
in cases of amoebic colitis (£ < 0-001);
however, we detected more lymphocytes
TGF-p+ in lamina propria from amoebic
colitis cases than in lamina propria from
control colon (P = 0-003).

IL-4

Celis/field X40

Figure 4 Detection of IL-10. (a) There
was a weak reaction (arrow) in some cells
of normal colonic mucosa. (b and ¢) An
intensive reaction in epithelial cells of
Lieberkhiin crypts (arrows) from amoebic
colitis samples can be observed.
Immunoperoxidase reaction, 400X.

samples were positive for IL4 (arrows in Figure 5b and
¢). However, lymphocytes near the amoebas did not
express IL-4 (white arrows in Figure 5a). A significant
difference was found in the quantitative evaluation of IL-4
positive cells in healthy and inflamed colonic mucosa
(P < 0001, Figure 3c).

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 31, 384-391
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(d)
15

10

Colitis

TGF-p

In the healthy colon samples, TGF-B was expressed in a
portion of the epithelial cells (arrow in Figure 6a). In
samples from the amoebic colitis patients we observed a
significantly higher proportion of epithelial cells positive
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Figure 5 Detection of [L-4. (a) There was no positive reaction for IL-4 on leukocytes near (clear arrows) E. histoytica trophozoites. (b)
The reaction was positive in leukocytes localized distant from the amoebas (arrow) or (c) in leukocytes (arrows) in inflammatory infiltrate

of the amoebic lesions. Immunoperoxidase reaction, 400X.

for TGF-f (arrows in Figure 6b) than in healthy mucosa
samples (P < 0:001, ¢-test). At the same time, we
observed an abundance of cells positive for TGF f in the
lamina propria (head arrows in Figure 6b), a significantly
higher proportion than in the healthy mucosa (P = 0-003,
t-test).

IFN-y

IFN-y was not expressed in any inflammatory cells,
whether close to (Figure 7a) or distant from amoebas,
although occasionally a positive lymphocyte was observed
(arrow in Figure 7c). It is a noteworthy finding that the

Figure 6 Detection of TGF-f. (a) There
were a few epithelial cells with a positive
reaction for TGF-f (arrow) in normal
colonic mucosa. (b) There were more
positive cells for TGF-§ (arrows) in the
epithelium, as well as abundant positive
leukocytes in lamina propria of amoebic
colitis samples. Immunoperoxidase reac-
tion, 400X.

vast majority of E. histolytica trophozoites cells located in
the damaged areas of the colonic mucosa were positively
labelled by the IFN-y antibody (Figure 7a and b). In sum-
mary, cells in colonic mucosa from patients with FAC
expressed [L-8, IL-10, IL4 and TGF-§ but not IFN-y.

DISCUSSION

The current study is the first of this type to identify sev-
eral cytokines of the innate and adaptive immune response
that were expressed in the colonic mucosa of patients with
FAC. These cytokines are believed to be involved in the
pathogenesis of amoebic colitis.

Figure 7 Detection of IFN-y. (a and b) £ histolytica trophozoites were positive for I[FN-y in most amoebic colitis samples. (c) A scarce
number of leukocytes were positive to IFN-y in the inflammatory infiltrate of amoebic lesions. Immunoperoxidase reaction, 400X.
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In vitro studies have shown that E fistolytica stimulates
the production of IL-8 by epithelial cells, a pro-inflamma-
tory cytokine (11,13,16,17). In addition, in a model of dis-
ease where human intestinal xenografis were infected with
virulent £ histolytica trophozoites, IL-8 was produced by
intestinal epithelial cellk in morphologically normal
regions distal to the areas of damage (9). IL-8 likely
causes neutrophils to rapidly accumulate at the site of
acute E. hivtolptica infection (7,9,13). In a previous study,
we showed that neutrophils were abundant in undamaged
tissue close to the amoebic uleer (14). Our current results
support the hypothesis that the production of cytokines,
such as IL-1 and [L-8 by intestinal epithelial cells could
play a central role in the pathogenesis of amoebic infec-
tion. It is hikely that this occurs by attracting neutrophils
that increase inflammation and tissue damage (9).

IL-4 was expressed by numerous lymphocytes in the
inflaimmatory infiltrate near the area of injury, but in none
of the lymphocytes that were in the vicinity of the amoe-
bas. According to one report, in individuals infected with
E. histolytica the expression of [L-4 in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) was higher when compared to
healthy controls (18). In another study, high levels of IL-4
were found in unstimulated blood lymphocytes of individ-
uals infected with a pathogenic species of E. hivtolytica
(18). Furthermore, experimental studies in rodents indicate
that [L-4 plays a mle in the pathogenesis of amoebiasis.
For instance, one study shows that intra-caecal amoebic
infection in Cross of a Bagg Albino (CBA) mice (a highly
susceptible strain) leads to a rapid and sustained upregula-
tion of the Th2 (IL-4+, IL-5+, IL-13+) cytoking response,
which inhibits the production of IFN-y and impairs the
elimination of the infection (19). Accordingly, in gerbils
the resistance to reinfection is associated with low IL-4
production (20).

IL-4, the canonical Th2 cytokine (21.22), stimulates the
development of Th2 cells from naive CD4+ T cells and
functions as an autocrine growth factor for differentiated
Th2 cells (22,23). Seeing as IL-4 and IL-10 inhibit Th1 cell
differentiation (24,25), they might have the potential to sup-
press the cell-mediated immunity in human colon invaded
by E histolytica to contribute to the survival of the parasite.

IL-10 was intensely expressed in epithelial cells scattered
through the epithelium, but not in the lamina propria of
colonic mucosa mfected by E histolytica. This is the first
time that [L-10 has been reported to be expressed in the
colonic mucosa of patients with amoebic colitis. A previ-
ous report indicates that compared to healthy controls,
patients with invasive amoehiasis (colitis and liver abscess)
have a higher expression of IL-10 by PBMCs stimulated
with amoebic antigens (26). [n addition, recent evidence
suggests an important role for [L-10 in the innate resis-

@ 2009 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 31, 384-391
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tance to £ histolytica infection in a murine model of
amoebic colits (27). However, the mechanism by which
IL-10 contributes to innate resistance is still unknown.
One mechanism has been reported to involve the partici-
pation of IL-10 in the stimulation of mucin production by
goblet cells in the epithelium (28,29), thus maintaining the
protective mucus barrier. Another proposed mechanism is
based on the anti-inflammatory effects of [L-10 on epithe-
lial cells and leukocytes (30), but is not likely relevant
because there is an intense inflammatory process in the
colon invaded by E histolytica. In summary, the synthesis
of IL-10 in amoebic ulcers suggests that its activity is
insufficient to control intestinal inflammation (31).

The number of cells in the lamina propria that expressed
TGF-B was significantly higher in the colonic mucosa
from infected patients than in the healthy colonic mucosa.
In agreement with our results, another study reported that
compared against asymptomatic healthy controls, infected
patients with invasive amoebiasis (colitis and liver abscess)
have higher expressions of TGF-B in PBMCs stimulated
with amoebic antigens (26).

The increased expression of TGF-P, a cytokine with
anti-mflammatory propertics, could reduce the intense
inflammatory process observed in FAC (32). In addition,
TGF-B primes macrophages for enhanced expression of
the nitric oxide synthase gene for nitric oxide-dependent
cytotoxicity against £. histolytica (33). Thus, an increased
production of TGF-f could contribute to an augmented
activation of macrophages that would impede the colonic
invasion by the parasite However, these events apparently
did not occur in the colonic mucosa infected by £ histoly-
tica. In summary, the mechanisms by which TGF-p could
participate in the pathogenesis of amoebic colitis remain
unceriain.

It is noteworthy to mention that IFN-y was not
expressed m any inflammatory cells, whether close to or
distant from amoebas, but was detected in the majority of
the E. histolytica trophozoites; in relation to positiveness
of trophozoites to monoclonal antibody anti-INF-y, prob-
ably is due to cross-reaction with unknown amoehic mole-
cules since the monoclonal antibody recognizes amoebic
antigens in cell lysate by ELISA and western blot analysis
(data not show). Similarly, it has been reported that troph-
ozoites express molecules that are recognized by antibodies
to host proteins, such as nitric oxide synthase (34), COX
(35,36) and TNF-a (37).

Data obtained from patients, rodent models of amoebia-
sis, and in vitro experiments suggest a role of IFN-y in the
pathogenesis of this disease. Generally in humans the pro-
duction of high levels of [FN-y is associated with resis-
tance to infection (18,26,38). In animal models high levels
of IFN-y are also related to infection resistance (39), while
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low levels are associated with a greater susceptibility for
intestinal and hepatic amoebiasis (19.40). However, mice
genetically deficient for [FN-y (knockout animals) remain
resistant to the infection (32). Evidence from in vitre stud-
ies supports the important role of IFN-y in the activation
of neutrophils and macrophages for elimination of the
parasites (41-45). Hence, it is considered highly probable
that IFN-y provides protection against invasive amoebiasis
by activating neutrophils and/or macrophages for amoehi-
cidal activity (26,38-40).

In colonic mucosa of patients with amoebic colitis we
did not find the expression of IFN-y by inflammatory
cells, and we previously demonstrated that macrophages
are scarce in ulcers (14). Therefore, an important amoebi-
cidal mechanism mediated by activated macrophages is
absent i the colonic mucosa of patients with FAC. The
mechanism by which the production of IFN-y is inhibited
in the colon is currently unknown but it is likely related to
the production of [L-4 and IL-10, which inhibit Thl cells,
the main type of cells that produce IFN-v.

The predominant expression of IL-10, a macrophage
down-regulating cytokine, suggests that cell-mediated
immune responses to E histolytica in the colon are inhib-
ited, thus facilitating invasion by the parasites (26). We
have reported that in specimens of FAC, the most impor-
tant effector cells (macrophages) in host defense against
E. histolytica are scarce (14). It is therefore probable that
the low levels of locally produced IFN-y do not ade-
quately activate the limited macrophages in amoebic
lesions.

In conclusion, our current opinion 18 that immunity to
infection is dependent on type | cytokine responses char-
acterized by production of IFN-y (18,20.26,31,4647),
whereas susceptibility to tissue damage by E. histolytica is
critically dependent on a type 2 cytokine response (con-
trolled by CD4" T-helper type 2 cells that secrete 1L-4).
Our results support this view, as we found a type 2 cyto-
kine response associated with severe inflammation and
extensive tissue damage.
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VIII. Glosario

Amibiasis: Enfermedad parasitaria causada por el protozoario Entamoeba
histolytica. La infeccibn generalmente compromete al colon, pero puede
extenderse a otros érganos por via hematdgena, como el higado, los pulmones

y el cerebro.

CD59: también conocido como Inhibidor de membrana de lisis reactiva (MIRL),
se une a C9; inhibe la formacién del complejo de ataque a la membrana del

complemento.

Ciclooxigenasa-2 (COX-2): enzima importante en el metabolismo del acido
araquidoénico para producir Prostaglandina E2 entre otras. Se encuentra de
manera constitutiva en pulmones de ratas, predominantemente en células
musculares lisas de la tunica media de los vasos, en ovario y en utero; no se
detecta en la mayoria de los tejidos, pero se puede inducir sus sintesis en altos
niveles después de algunas horas de haber sido estimulado el tejido con

sustancias proinflamatorias.

Citocinas: Proteinas sintetizadas por muchos tipos de células distintas que
intervienen en las reacciones inflamatorias e inmunitarias. Las citocinas son los
principales mediadores de la comunicacidn entre las células del sistema

inmunitario.
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Complemento: Sistema de proteinas séricas y de la superficie celular que
interactian entre ellas y con otras moléculas del sistema inmunitario para
producir efectores importantes de las respuestas inmunitarias innatas vy
adaptativa. La via clasica del complemento se activa por la accién de
complejos antigeno-anticuerpo, mientras que las superficies microbianas
activan la via alternativa; ambas consisten en una cascada de enzimas
proteoliticas que generan mediadores de la inflamacién y opsoninas. Las dos
vias conducen a la formacion de un complejo terminal comun (MAC) que se
inserta en la membrana celular y provoca la lisis de la célula. Hay otra via de
activacion del complemento, es la via de lectina que une manosa y en ausencia
de anticuerpo, se desencadena por la union de polisacaridos microbianos con

lectinas circulantes.

Defensinas: Péptidos ricos en cisteina que se encuentran en la piel y en los
granulos de los neutrdéfilos y que actian como antibidticos de amplio espectro,
eliminando una amplia variedad de bacterias y hongos. La sintesis de

defensinas aumenta en respuesta a citocinas inflamatorias con IL-1 y TNF.

Factor de crecimiento transformador beta (TGF-B): Citosina producida
por los linfocitos T activados, los fagocitos mononucleares y otras células; sus
acciones mas importantes consisten en inhibir la proliferacion y diferenciacién
de los linfocitos T, inhibir la activacidon de los macréfagos y contrarrestar los

efectos de las citocinas pro-inflamatorias.
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Fagocitosis: Proceso por el que determinadas células del sistema inmunitario
innato, como los macréfagos y los neutréfilos, ingieren particulas grandes
(>0.5um de didmetro) e incluso microorganismos intactos. La célula rodea la
particula con extensiones de su membrana citopldsmica en un proceso
dependiente de la energia y del citoesqueleto; este proceso da lugar a la
formacion de una vesicula intracelular denominada fagosoma que contiene la

particula ingerida.

Granzima: Enzima serina proteasa que se encuentra en los granulos de los
LTC y los linfocitos NK y que se libera por exocitosis, penetra en las células
diana a través de ‘“agujeros” «creados por perforinas y escinde
proteoliticamente y activa a caspasas que, a su vez, degradan varios sustratos

e inducen la apoptosis de la célula diana.

Inmunidad: Proteccién frente a las enfermedades, en general infecciosas, en
la que interviene un conjunto de moléculas, células y tejidos que reciben el
nombre de sistema inmunitario. En un sentido mas amplio, la inmunidad se
refiere a la capacidad para responder a las sustancias extranas, incluidos

microorganismos y moléculas.

Inmunidad Innata: Proteccién frente a la infeccion que se basa en
mecanismos que existen antes de que aquélla se produzca y que son capaces
de responder con rapidez a los microorganismos y de reaccionar de una forma

esencialmente igual a distintas infecciones®®. En realidad son barreras
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mecanicas (piel), quimicas (sistema del complemento, citocinas) y celulares

(neutréfilos y macréfagos, linfocitos NK) para resistir la infeccién™?.

Inmunohistoquimica: Técnica empleada para detectar la presencia de un
antigeno en preparaciones histoldgicas de tejidos, usando un anticuerpo
especifico para el antigeno unido a una enzima. La enzima convierte una
sustancia incolora en otra insoluble y coloreada que precipita en el lugar donde
se encuentra localizado el anticuerpo y, por tanto, el antigeno. La posicion del
precipitado coloreado, y por lo tanto la del antigeno, en la preparacién se
observa con un microscopio 6ptico convencional. La inmunohistoquimica es
una técnica habitual en el diagndstico anatomopatdlogico y en varios campos

de investigacion.

Interleucina (IL). Otro nombre para una citocina que se utilizd en un
principio para referirse a una citocina elaborada por los leucocitos y que actua
sobre ellos mismos. En la actualidad, el término se ha generalizado
acompaflado de un sufijo numérico para designar a sustancias definidas
estructuralmente como citocinas, con independencia de su origen o lugar de

accion.

Interleucina 4 (IL-4): Citocina producida principalmente por el subconjunto

Ty2 de linfocitos TCD4* cooperadores, cuyas funciones incluyen la induccion de

la diferenciacion de las células Ty2 a partir de precursores CD4* virgenes, la
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estimulacién de la sintesis de IgE por los linfocitos B y la inhibiciéon de las

funciones de los macroéfagos dependientes de IFN-y.

Interleucina 8 (IL-8): Quimiocina que participa en las reacciones
inflamatorias se sintetiza de forma constitutiva en diferentes células en los
tejidos. IL-8 atrae neutrdfilos. Los neutréfilos y los macréfagos expresan

receptores para IL-8 entre otras quimiocinas.

Interleucina 10 (IL-10): Citocina producida por los macrofagos activados y
por algunos linfocitos T cooperadores cuya funcion mas importante consiste en
inhibir a los macrofagos activados y, por tanto, en mantener el control

homeostatico de las reacciones inmunitarias innatas y celulares.

Intermediarios reactivos del oxigeno (IR0O): Metabolitos muy reactivos del
oxigeno, tales como el anion superdxido, el radical hidroxilo y el perdxido de
hidrogeno, producidos por los fagocitos activados. Los fagocitos utilizan los IRO
para formar oxihalogenados que dafian las bacterias ingeridas. Los IRO pueden
ser liberados por las células y producir una reaccidn inflamatoria o una lesién

del tejido.

Linfocitos citoliticos naturales (NK): Subpoblacion de linfocitos derivados
de la médula dsea, distintos de los B y T, que intervienen en las respuestas
inmunitarias innatas. Destruyen las células infectadas por microorganismos

mediante mecanismos liticos directos y a través de la secrecién de IFN-
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gamma. Los linfocitos NK no expresan receptores de antigenos de distribucion
clonal como los receptores de Inmunoglobulina G o los Receptores de células T
y su activacion estd regulada por una combinacidn de receptores de la
superficie celular que son estimuladores e inhibidores; estos ultimos reconocen

a las moléculas del CPH propio.

Linfocitos T intraepiteliales: Linfocitos T que se encuentran en la epidermis
de la piel y en los epitelios mucosos y que expresan una diversidad limitada de
receptores de antigenos. Algunos de estos linfocitos pueden reconocer
productos microbianos, como glucolipidos, asociados a moléculas similares al
CPH de clase I no polimorfas. Puede considerarse que los linfocitos T
intraepiteliales son células efectoras de la inmunidad innata y su funcién en la
defensa del huésped consiste en secretar citocinas, activar a los fagocitos vy

eliminar las células infectadas.

Lectina fijadora de manosa (MBL): Proteina plasmatica que se une a
residuos de manosa de las paredes celulares bacterianas y actla como una
opsonina, favoreciendo la fagocitosis de las bacterias por los macréfagos. Los
macrofagos expresan un receptor de superficie para C1q que también puede

unirse a MBL e intervenir en la captacion de los microorganismo opsonizados.

Macrofago: Célula fagocitica que se encuentra en los tejidos y que procede de
los monocitos sanguineos; tiene funciones importantes en las respuestas

inmunitarias innatas y adquiridas. Los macréfagos se activan cuando quedan
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expuestos a productos microbianos, como endotoxinas, o a las citocinas de los
linfocitos T, como IFN-gamma. Los macréfagos activados fagocitan y destruyen
los microorganismos, secretan citocinas proinflamatorias y presentan los
antigenos a los linfocitos T cooperadores. Los macréfagos pueden adoptar
distintas formas en los diferentes tejidos, entre ellas la microglia del sistema
nervioso central, las células de Kupffer del higado, los macréfagos alveolares

del pulmén o los osteoclastos del hueso.

Oxido nitrico: Molécula efectora bioldgica con una amplia gama de
actividades que en los macrofagos actla como un potente microbicida para

destruir los microorganismos ingeridos.

Oxido nitrico sintetasa: Miembro de una familia de enzimas que sintetiza el
compuesto vasoactivo y microbicida éxido nitrico a partir de la L-arginina. Los
macréfagos expresan una forma inducible de esta enzima cuando se activan

por accion de diversos estimulos microbianos o de citocinas.

Perforina: Proteina formadora de poros, homédloga a la proteina C9 del
complemento, que se encuentra en forma de mondmero en los granulos de los
LTC o los linfocitos NK activados. Los mondmeros de perforina se polimerizan
en la bicapa de lipidos de la membrana de la célula diana y forman un gran
canal acuoso. Este canal puede provocar la lisis osmoética de la célula diana y

permite la entrada de enzimas procedentes de los granulos de los LTC.
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Receptor de manosa: Receptor de unién a hidratos de carbono (lectina) que
se expresa en los macréfagos y que se fija a residuos de manosa y fructosa de
la pared celular de los microorganismos, por lo que interviene en su

fagocitosis.

Respuesta inmunitaria: Respuesta colectiva y coordinada a la introduccién
de sustancias extrafas en el individuo y en la que intervienen células y

moléculas del sistema inmunitario.

Técnica de inmunoperoxidasa: Técnica inmunohistoquimica habitual en la
que el compuesto utilizado para identificar la presencia de un antigeno en una
preparacién de tejido es un anticuerpo unido a peroxidasa de rabano. La
enzima peroxidasa convierte un sustrato incoloro en un producto marrén

insoluble visible con el microscopio optico.

Trofozoito: Forma vegetativa de un protozoario capaz de ingerir su alimento y
moverse; el término es valido para sarcodinos, flagelados y ciliados; en caso
de esporozoarios, es también valido, pero solo cuando el parasito se encuentra

dentro del eritrocito y antes de dividir su nucleo.

Via alternativa de activacion del complemento: Via de activacion del
sistema del complemento independiente de los anticuerpos que ocurre cuando
la proteina C3b se une a la superficie de las células microbianas. La via

alternativa es un componente del sistema inmunitario innato e interviene en
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las respuestas inflamatorias a la infeccibn y en la lisis directa de los
microorganismos

Via de la lectina en la activacion del complemento: Via de activacién del
complemento que, en ausencia de anticuerpo, se desencadena por la union de
polisacaridos microbianos con lectinas circulantes, como MBL. Desde el punto
de vista estructural, MBL es similar a C1q y activa al complejo enzimatico C1r-
Cls (como C1q) o activa a otra serina esterasa denominada serina esterasa
asociada a proteina fijadora de manosa. Los restantes pasos de la via de la

lectina, comenzando por la escisién de C4, son iguales a los de la via clasica.
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