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2. INTRODUCCION

En el desarrollo de la respuesta inmunologica los macréfagos juegan un papel de
defensa critico en los tejidos requeridos. Estas células actian como mediadoras de
innumerables mecanismos de defensa, participan intensamente en la inmunidad natural
(Roitt, 2001); ademas, estdn adaptadas para desempefiar funciones esenciales, como
fagocitosis y citotoxicidad (Roitt, 2001) en la inmunidad especifica adquirida, tanto
humoral como celular. La activacion de estas células es un proceso muy complejo y en
varios estadios multifactorial (Abbas A et al.., 2004). Dicha activacion es estrictamente
controlada y regulada, induciendo al macr6fago a una serie de modificaciones
morfologicas, bioquimicas y funcionales que al final culminan en el aumento del
potencial de la célula para ejercer nuevas funciones complejas, tales como, la
presentacion de antigenos (Abbas A, 2004), la lisis de células tumorales (Zhonghua K et
al., 2005) y la actividad microbicida (Elis AE, 2001). Los agentes mas importantes y
potentes en la activacion de los macréfagos son: i) el Interferon-y (IFN-y) vy ii) los
lipopolisacéridos (LPS) (Rossi A y col., 2005), aunque también otros agentes como el
factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) , IL (Interleucina)-1, 1L-2, IL-4 y
Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a, pueden inducir algunas vias de la activacion de
este tipo de células (Celada, 1994; Celada y Nathan, 1994; Hamilton y Adams, 1987).

Cabe mencionar que existen diversos mecanismos de inhibicion de la activacion

de los macrofagos inducidos por los LPS o el IFN-y, debido al caracter potencialmente



dafiino de los mediadores liberados tras la activacion de estas células. En general, los
agentes que promueven la elevacion de los niveles intracelulares de Monofostato Ciclico

de Adenosina (AMPc) son potentes inhibidores de la activacion de los macrofagos.

En 1989 se informo de la produccion de Intermediarios de Nitrogeno Reactivos
(INR) como un mecanismo antimicrobiano de macréfagos murinos activados. Los
autores mencionan que probablemente los INR actlan en las etapas tempranas de la
infeccion intracelular regulando tanto el reclutamiento de los macorfagos hacia los
tejidos infectados como el grado inicial de la replicacion microbiana (Nathan CF vy
Hibbs JB, 1991). Este mecanismo juega un papel antimicrobiano importante, y se
dilucido de la convergencia de dos lineas de investigacion independientes: del analisis
del metabolismo de la nitrosamina en la carcinogénesis y el segundo del estudio de la
actividad antitumoral de los macréfagos (Nathan CF y Hibbs JB, 1991 Stuehr DJ y
Marleta MA, 1985, Stuehr DJ Y Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al, 1987a, Hibbs JB et
al, 1987b, lyengar RD et al, 1987.).

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los INR contribuyen a la
habilidad de los macr6fagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad de
patdgenos como lo son Listeria monocytogenes, Entamoeba histolytica, Mycobactrium
tuberculosis, entre otros (Gregory SH et al, 1993; Chan J, 1992; Boockvar KS et al
1994; Beckerman KP et al, 1993; Chan J et al, 1995; Denis et al, 1992.).

Son pocos los estudios realizados referentes especificamente sobre el bloqueo
de inhibidores de la activacion de macrofagos y su aplicacion en sistemas in vivo. Se ha
sugerido que la inmunodeficiencia en pacientes con cancer se debe a la presencia de
factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimiento de la respuesta
inmune. Entre ellos recientemente nuestro grupo a partir del tumor murino L5178Y,
caracteriz6 un polipéptido que inhibe la activacion de macréfagos e inhibe la liberacién
de Oxido Nitrico (NO) después de un estimulo con LPS (Palacios-Corona R et al.,
1999).



Por lo que el presente trabajo se enfoca en investigar si el factor inhibidor de la
activacion de macréfagos de linfoma (FIAML) permite que Listeria. monocytogenes y
Entamoeba. histolytica produzcan Abscesos Hepaticos Experimentales (AHE) en
ratones BALB/c inmunocompetentes infectados experimentalmente con dichos

microorganismos.

Considerando por una parte el gran potencial de los macrofagos en contra de los
microorganismos patdgenos, y por otra parte el efecto inhibitorio de la célula cancerosa
sobre la actividad de los macrofagos, sugieren fuertemente que la incidencia de
infecciones oportunistas observada en pacientes con cancer, probablemente se deba al

efecto deletéreo de estas células sobre la actividad de los macréfagos.

Los resultados del presente trabajo revelan la capacidad del FIAML para inhibir
la activacion de macrofagos, causando con ello la formacion de abscesos hepéticos (AH)
por E. histolytica y L. monocytogenes, a los cuales el modelo animal utilizado es
naturalmente resistente. Se conoce que la sintesis de NO por los macréfagos juega un
papel relevante en la prevencion de enfermedades, por lo que la inhibicién de la sintesis
de este compuesto puede ser uno de los principales mecanismos por los cuales el
FIAML probablemente ejerce su accién. Por otro lado no existe evidencia suficiente de
que el FIAML tenga influencia en otras células del sistema inmune. Los datos derivados
de este trabajo respaldan el importante papel de los macrofagos asi como de la
produccion de NO en el impedimento de la formacion de AH.

De acuerdo a lo evidenciado en este estudio el FIAML es un glicopéptido capaz
de inducir una depresion sistémica de los macrofagos, dicha condicion puede ser una
herramienta Util en la investigacién contribuyendo en diferentes areas entre las que se
pueden mencionar la tolerancia o resistencia a: infecciones, transplantes y crecimiento

tumoral.



3. HIPOTESIS

La administracion del Factor Inhibidor de la Activacion de Macrofagos de Linfoma en
animales inmunocompetentes infectados con Entamoeba histolytica o Listeria.

monocytogenes permite el desarrollo de abscesos hepéaticos experimentales.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.

El objetivo de nuestro trabajo es investigar si el Factor Inhibidor de la
Activacion de los Macrofagos de Linfoma permite a Entamoeba histolytica y Listeria.
monocytogenes  desarrollar  abscesos hepéaticos experimentales en  ratones

inmunocompetentes (BALB/c)

4.2 Objetivos Especificos.

4.2.1 Analizar si la administracion del Factor Inhibidor de la Activacion de los
Macrofagos de Linfoma en ratones inmunocompetentes BALB/c infectados
experimentalmente con Entamoeba histolytica, permite el desarrollo de abscesos

hepéaticos amibianos.

4.2.2 Analizar si la administracion del Factor Inhibidor de la Activacion de los
Macrofagos de Linfoma en ratones inmunocompetentes BALB/c infectados
experimentalmente con Listeria. monocytogenes, permite el desarrollo de abscesos

hepaticos pidgenos



5. ANTECEDENTES

Desde que el hombre tiene recuerdo de su historia, las infecciones han
representado un castigo para la humanidad. En la actualidad varios cientificos de varias
regiones del mundo, han expresado su preocupacién por la aparicion de nuevos
microorganismos con capacidad para infectar al hombre, asi como, por la reaparicion de
infecciones que se consideraban controladas (Montroni M et al., 2003). EI hombre tiene
a su sistema inmune como defensa para detener o eliminar a los microorganismos
patégenos que lo atacan; una via muy involucrada en este propdsito es el sistema
fagocitico mononuclear donde la activacion de macréfagos es uno de los procesos mas
importantes de defensa (Small PLC. Et al., 1994).

El sistema fagocitico mononuclear contiene un precursor comun llamado: células
madre pluripotenciales que derivan a un conjunto de células como: 1) monoblastos, 2)
promonocitos, 3) monocitos y 4) macréfagos, células que presentan la funcion principal
de fagocitar (Roitt, 2001 ). Este sistema fagocitico mononuclear en conjunto con las
células neutrofilas constituyen los principales mecanismos de defensa del organismo
frente agentes extrafios como son los microorganismos patdgenos, siendo los
macrofagos la principal célula de defensa por sus caracteristicas de respuesta (Abbas et
al., 1991).

A los macrdfagos se les puede encontrar de dos formas en el organismo: i) en

forma inactiva ya que en ausencia de estimulos estas células no se activan y solo pueden



permanecer en estado de reposo durante un corto periodo de tiempo y siendo eliminadas
posteriormente mediante procesos de apoptosis (Celada, 1994), o ii) en forma activa,
donde los estimulos inflamatorios (Abbas, et al., 2004) pueden activar a los macréfagos
induciendolos a realizar sus funciones especificas (Abbas, et al., 2004)). A diferencia de
otras células del sistema inmunoldgico, los macrofagos cuando son activados no
conlleva un proceso de expansion clonal caracterizado por una elevada tasa

proliferativa, tal como sucede con los linfocitos By T (Abbas et al.,, 2004).

5.1. Funcién de los Macrofagos.

Estas células actian como mediadoras de innumerables mecanismos de defensa,
participan intensamente en la inmunidad natural (Roitt, 2001); ademas, estan adaptadas
para desempefiar funciones esenciales, como fagocitosis y citotoxicidad (Roitt et al.,
2001) en la inmunidad especifica adquirida, tanto humoral como celular. Los
macrofagos en forma basal, se encuentran en disposicion de realizar funciones tales
como fagocitosis mediante receptores no opsonizados (Roitt et al., 2001) sin necesidad
de ningun tipo de estimulo, se sabe que muchas de éstas funciones pueden ser realizadas
con mayor eficiencia por los macréfagos cuando un estimulo les permite pasar de un
estado no activado a un estado activado celular. Sin embargo, para la realizacion de
algunas funciones de los macréfagos, tales como, fagocitosis dependiente de anticuerpos
y complemento, inflamacion y reparacion de dafios en los tejidos y procesamiento y
presentacion de antigenos, entre otras (Roitt et al., 2001) se requiere que estos hayan

sido previamente activados.

Los macréfagos realizan algunas de sus funciones directamente, a través de
interacciones célula-célula, o indirectamente, mediante la liberacion de sustancias
capaces de afectar a otras células (Abbas et al., 2004). Para realizar estas funciones, los
macrofagos disponen de un repertorio muy extenso de factores: i) autocrinos, como lo
son las citocinas TNF-«, IL-1R, and IL-6 que son producidas por los macréfagos y a su
vez amplifican la activacion de los propios macrofagos estimulados por LPS que
interacttan con el receptor grupos de diferenciacion (CD)-14 (Leturco DJ et al., 1996).



Otro ejemplo es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) el cual induce la
produccion de angiopoietinas (Ang), principalmente la Ang 2, asociada al proceso de
vascularizacion (Hubbard NE, 2005), ii) paracrinos, la IL-10 producida por los
macrofagos e inducida por el GM-CSF y la IL-4, previene la generacion de las células
dendriticas y favorece el desarrollo de macréfagos con un bajo potencial estimulatorio
de células T pero secretor de altos niveles de IL-8 (Buelens C, 1997). y iii) endocrinos,
tales como el dietil-estilbesterol (DES), Bisfenol A (BPA), entre otros, los cuales
estimulan las respuestas proliferativas y la produccion de citocinas por los macrofagos
(Yamashita U. y col., 2005). En general todos los productos de macréfagos se engloban
de manera general desde agentes mitogénicos hasta agentes quimiotacticos o inductores
de apoptosis (Tabla I) (Nathan, 1987).

Los macrofagos en la inmunidad natural principalmente, fagocitan y eliminan
particulas extrafias, tales como: bacterias, por ejemplo; L. monocytogenes (Ishiguro T et
al., 2001), y E. coli (Peiser L. et al., 2000), virus de la influenza A; (Zhang J et al.
,2005), parasitos como Trichinella spiralis (Gruden M et al., 2005), macromoléculas
(Oh YK, 1996), e incluso células propias del organismo que estan dafiadas o muertas
(eritrocitos viejos y células apoptoticas) (Taniuchi S et al., 2005). Al fagocitar los
macrofagos a las células muertas o en estado apoptotico evitan que estas puedan verter
su contenido potencialmente toxico al medio extracelular evitando asi, el posible

desencadenamiento de procesos inflamatorios.



TABLA I. Productos secretados por los macréfagos (Mathan, 19687)

TIFO

FRODUCTO

Hormonas polipeptidices

IL-1, IL-B, TNFea (Facior de necrosis tumoral o), IFNs off
%ﬂ'ﬁmﬁ w-fﬂ&.eFGF (Facior de crecimiento de ﬁbmblasl-::a"l:.

F (Facios cecimiento demvade de plaquetas), TG
{(Facier de crecimeento iransformante), GM-CSF, M-CSF, Facior
attrrador de  meuirdfios, Homonas  adenocoficotropicas,
Entropayabng

Hormonas esteroideas

Fh-dilmdroxratanna

Componenies del sistema

G4, G2, G3, C3a, C3b, C4, C5, Cha, Factor B, Factor D, atc.

dil complemento
W, W, X, X, Protromisna, Faclor bsular, Protromisnass, Actvador
Factores de coagulacion dal plasmindgeno, Inhibedor del adivador del plasmmogens,
Inhibidores de la plasmina
Enzimas hidrolicos Hidrolasas, dcdas sosdmicas, Prolessas, Lipasas, Lisozima,

Colagenasa, Elaslasa, Pefonna, Granama, atc

Inhibidores de enzimas y cilocinas

Inhibidores die proleasas, Lipomoduling, Inhibidos de IL-1

Proteinas de la matriz extracelular Fibronecting, Decorna, Prolesghcancs Bpo condnodin sulfato, elc
Proteinas igadoras Tranaferring, Apolpoproleina E, Awvdina, el
Oligopeplidos con funcion bislogica Ghtaban

Prostaglandings, Tromboxano,  Leucoisenss, PAF  (Fador

Intermetdiarios del metabolismeo lpidico

activador de plaguetas), ete.

Intermediarios del metabollsmo de
acidos nucleicos

Tamachina, Uracilo, Ackda drico

Intermediarios reactivos del oxigeno

Supeeixido, Perdadn de hidrdgeno, Radicales hidiasile

Intermediarios reaciives del nitrdgens

Cnado nilrico (MO, Nitratos, Nitrilos

Por otra parte, los macréfagos pueden provocar la muerte de microorganismos
extracelulares y controlar la dispersion de una infeccion mediante la secrecién de
enzimas como las lisozimas lectinas y proteasas (Elis AE, 2001.) Ademas de secretar
metabolitos del oxigeno y del nitrégeno e intermediarios del metabolismo lipidico como
las prostanglandinas (Blatteis CM et al., 2005).

5.2. Activacion de los Macrofagos.

La activacion de los macrofagos es un proceso muy complejo y en varios
estadios multifuncionales (Abbas A et al., 2004). Esta activacién es estrictamente
controlada y regulada, induce al macrofago a una serie de modificaciones morfoldgicas

internas, bioquimicas y funcionales que al final culminan en el aumento del potencial de



la célula para ejercer nuevas funciones complejas, tales como, la presentacion de
antigenos (Abbas A, 2004), la lisis de células tumorales (Zhonghua Ky col, 2005) y la
actividad microbicida (Elis AE, 2001) (Fig. 1. ). Los agentes mas importantes y potentes
en la activacion de los macréfagos son: i) el Interferon-y (IFN-y) y ii) los
lipopolisacaridos (LPS) (Rossi A y col., 2005), aunque también otros agentes como el
GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-2, IL-4 y TNF-a, pueden inducir algunas vias de la
activacion de este tipo de células (Celada, 1994; Celada y Nathan, 1994; Hamilton y
Adams, 1987).

Papel Central de los Macrofagos en el Sistema Inmune

Antigeno

00 Lol o0 Macrofago
Qo Activado
P4
\ !
) 2
» ¥
7
= : \ o Funcion Funcién
Citocinas Linfocinas Citocinas

Antitumoral Microbicida

Fig. 1. Papel Central de la Activacion de los Macréfagos
5.3. Los Lipopolisacaridos (LPS).
5.3.1. Caracteristicas Bioquimicas y Funcionales de los LPS.
Los LPS son conocidos como endotoxinas (Sharon L et al., 2004, Madigan, M. T

et al., 1997), principalmente forman parte de los componentes estructurales de la

membrana plasmética exterior de las bacterias Gram negativas: como Salmonella.
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typhimurium (Miethke, T et al, 1992) y Escherichia coli (Bruckmaier RM y col., 2005,
Sharon L y col., 2004). Desde el punto de vista estructural, los LPS se dividen en tres
grandes categorias o clases diferentes: lipido A, nucleo oligosacaridico y antigeno O
(Coughlin, RT et al., 2002) (Fig. 2). El lipido A consta de un oligosacarido al que se
unen acidos grasos y es la parte hidrofobica que ancla toda la molécula en la membrana
externa (Madigan, M. T et al., 1997, Coughlin, RT et al., 2002) (Fig. 3). El
Oligasacarido esta formado por N-acetilglucosamina que es un disacarido unido por
medio de enlaces ester a B-hidroximiristica (hydroxymirystic); la B-hidroximiristica se
construye a partir de grupos especificos poco comunes de &cidos grasos, acidos
caproicos y acidos lauricos (Madigan, M. T et al., 1997). El antigeno O es una cadena
polisacaridica de gran peso molecular, generalmente poseen azucares de 3 0 5 carbonos
Cuya secuencia se repite cerca de 25 veces consecutivas, es altamente variable de cepa a
cepa Yy le confiere propiedades antigénicas (Kannenberg, E. L et al., 2001, Madigan, M.
T etal., 1997). Este antigeno contiene glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, azlcares
de ocho carbonos, KDO (en inglés ketodeoxyoctulosonic acid) y heptosas (azlcares de
siete carbonos) (Kannenberg, E. L et al., 2001). Debido a este tipo de estructura, los LPS
actian como moléculas anfipaticas y por ello son solubles en soluciones acuosas
(Ulevitch y Tobias, 1995).

Mediante la exposicion de los macrofagos a los LPS se induce la sintesis de
citocinas caracteristicas, tales como: TNF-o. (Martin LA et al., 2005), interleucina IL-1
(IL-1) (Engler KL et al., 2005), IL-6 (Dahle MK et al, 2004), IL-8 (Valatas V y col.,
2004), 1L-10 (Dahle MK et al, 2004), IL-12 (Chino A et al., 2005), IFN-a/f (Tzung SP
et al,, 1991), TGF-B (Yamate J et al, 2004), metabolitos del acido araquidonico
principalmente prostaglandinas y leucotrienos (Rossi A et al., 2005) y lipidos bioactivos
como el factor activador de plaquetas (Berdeli A et al., 2004), péptidos quimiotécticos
como las proteinas de la inflamacion de macréfagos (MIP-Cla) (Muhl H et al., 1997) y
especies INR e INO (Kim SJ et al., 2004, Han YJ et al., 2001). Sin embargo, se ha
documentado que no todos estos productos ejercen un efecto positivo sobre la respuesta
de los macréfagos, se sabe que la IL-10 forma parte de un mecanismo autoinhibidor que

controla la produccion de otras citocinas como el TNF-a (Sweet y Hume, 1996).
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5.3.2. El Receptor de los LPS.

El receptor de alta afinidad de los LPS pertenece a una familia denominada Toll-
like  receptor (TLR) (Barton GM et al, 2002). Los TLRs son proteinas
transmembranales que pertenecen al tipo de las proteinas integrales (Janssens et al.,
2003), en donde una gran porcion de la proteina esta insertada en la capa lipidica, estas
proteinas integrales estan altamente conservadas en los mamiferos y en los insectos
(Takeda K et al., 2003).

Estos receptores trasmembranales de los LPS presentan una alta homologia con
los receptores de la IL-1 (Janssens et al., 2003), ya que ambos receptores presentan
dominios conservados del tipo TIR (Toll/IL-1R ) (Janssens et al., 2003). Pero se ha visto
que ambos receptores difieren en la region que da al exterior de la célula (extracelular)
ya que en esta region, los TLRs de los LPS contienen dominios ricos en leucina (LRR),
importantes en la interaccion proteina-proteina y los TLRs de los IL-1Rs contienen tres
dominios similares a los que presentan las inmunoglobulinas. Con esta informacion, el
sistema inmunoldgico innato puede responder directamente contra una amenaza de
infeccion. (Akira et al., 2001; Pulendran et al., 2001; Underhill et al., 1999; Underhill y
Kocinsky, 2002) (Fig. 4).

Para que se produzca el reconocimiento de los LPS, y la posterior sefializacion
intracelular por parte del receptor TLR4, es necesario que los LPS se encuentren unidos
a una proteina sérica denominada LBP (Proteinas de union al LPS) (Viriyakosol y
Kirkland, 1995). EI LBP funciona como una opsonina de particulas que contienen LPS,
incluyendo las de las bacterias Gram-negativas enteras, facilitando la union de estas

particulas con el CD14 presente en las células mieloides (Ulevitch y Tobias, 1995).

El CD14 es una glicoproteina que puede encontrarse anclada a una molécula de
glicofosfatidilinositol (GPI) en la membrana de monocitos, macréfagos y leucocitos
polimorfonucleares (Ulevitch y Tobias, 1995) (Fig. 5). EI CD14 es asociado fisicamente
con un complejo proteico que incluye al TLR4 y una proteina accesoria la MD-2
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(Fig. 4). A pesar de que MD-2 haya perdido el dominio transmembranario, se mantiene
asociada con la célula a través de la interaccion con el dominio extracelular del TLRA4.
Es posible que el complejo TLR4/MD-2 sea el responsable del reconocimiento directo
de diferentes estructuras del LPS, que varian en funcion de la especie, proporcionando

una alta especificidad al receptor (Akashi et al., 2000; Shimazu et al., 1999).

mzv
“"'"’LPS)
cog] |
— Prot G —‘ﬁ-‘\
DAG * (feRc)t—
v
T

Fig 4+ \Vias de sefializacion por el receptor del LPS. CAPK, ceramida.
aclivated protein kinase, ERK, exiracellular-regulated kinase, IP3, nosiol infosfalo,
JNK, cjui N-terminal quinasa, MEK, MAPK/ERK kinase, P, punto de fosfonlacion;
PC-PLC, fosfolipasa C aespacifica de fostatidiicolina, PI-PLC, fosfolipasa especifica
de fosfatidilinositol, PKC, proteing quinasa C; Src, profeina quinasa de la familia
S, TIR, Tol-R homology elernent;, TAK, ThNF-activaled kinass, TRAF, TNF-
receplor-activated factor
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Fig. 5. Glicoproteina CD14 anclada a una molécula de glicofosfatidilinositol (GPI)

5.3.3. Transduccién de la Sefal de los LPS.

Una vez que los LPS interaccionan con todo el complejo protéico del receptor
TLR4, se produce la dimerizacion del receptor y el consiguiente reclutamiento de una
proteina adaptadora la MyD88. Esta proteina MyD88 contiene un dominio TIR que le
permite unirse al receptor y un “dominio de muerte” llamado DD (Dominio de Muerte),
por sus siglas en inglés), que se unird con otro dominio DD de la serina/treonina quinasa
de la familia IRAK, produciéndose asi la fosforilacion y activacion de esta quinasa
(Aderem y Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001).
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Recientemente, se ha descrito otra molécula, llamada Tollip, que se encuentra
constitutivamente asociada a IRAK y que puede interaccionar con los dominios TIR del
receptor de TLR4 (Bulut et al., 2001; Burns et al., 2000). Una vez fosforilada, IRAK o el
dominio DD puede disociarse del receptor y de Tollip y para posteriormente asociarse
con el factor activado por el receptor del TNF-6 (TRAF6). Esta asociacion permite que
TRAF6 interaccione con una MAPKK Kinasa, TAK-1 a través de una proteina
adaptadora denominada TAB2. TAK-1 esta implicada en la activacion del factor de
transcripcion NF-kB mediante la fosforilacion del inhibidor kB (Muzio et al., 1998b;
Ninomiya-Tsuji et al, 1999). La activacion de TRAF6 puede también transmitir la sefial
iniciada por el LPS a través de la proteina adaptadora ECSIT (evolutionarily conserved
signaling intermediate, por sus siglas en inglés) que actuaria de puente entre TRAF6 y la
proteina quinasa mitogenica extracelular (MEKK1) (Kopp et al., 1999). El resultado
final de este proceso conduce a la activacion de dos vias; por un lado la activacion de las
proteina activadas mitogénicas (MAP) quinasas, c-Jun N-quinasa terminal (JNK) y p38
y por otro lado hacia la familia Rel de factores de transcripcion, entre ellos el factor
nuclear (NF)-kB (Fig. 4,5y 6).
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Recientemente, se ha demostrado la existencia de otra via de sefalizacion
mediada por los LPS independiente de la proteina adaptadora llamada factor de
diferenciacion mieloide 88 (MyD88). Esta via fue identificada al detectarse tan solo una
inhibicidn parcial de la activacion de NF-kB en células deficientes en MyD88, mientras
que en células deficientes en el receptor TLR-4, la inhibicién era total (Kawai et al.,
1999). La proteina implicada en la activacion de esta via corresponde a la proteina
adaptada al dominio contenedor del TIR (TIRAP) o Maackia amurensis leukoagglutinin
(MAL), con un dominio TIR en el extremo carboxi-terminal parecido al presente en
MyD88. Se conoce muy poco sobre la funcion especifica y la via de sefializacion de
TIRAP/MAL. Se ha descrito que también puede activar a NF-kB pero
independientemente de MyD88, y que puede interaccionar con otros miembros de la
familia IRAK (Fitzgerald et al., 2001; et al., 2001). Por otro lado, la via de TIRAP/MAL
se ha implicado con la activacion de otros substratos como la proteina serina/treonina
quinasa activada por RNA de doble cadena (dsSRNA) (PKR) (Horng y col., 2001). PKR
ha estado implicada en la activacion de p38 MAP quinasa y en la regulacion de la
expresion de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) (Goh et al., 2000; Uetani et al.,
2000) (Fig. 4y 5).

Aunque el mecanismo exacto de transduccion de la sefial por el receptor de los
LPS no esta bien definido, se han descrito numerosas vias de sefializacion intracelular
activadas tras la estimulacion de los macréfagos con LPS (Sweet y Hume, 1996). Asi, la
union del LPS con su receptor (MD-2/CD14/TLR4) induce la activacion transitoria de
tirosina-quinasas de la familia Src, como p53/56 lyn , p58/64 hck y p59 c-fgr (English et
al., 1993; Stefanova et al., 1993; Weinstein et al.,1992), proteinas G heterotriméricas
con un amplio espectro de funciones, miembros de la familia PKC de serina/treonina
quinasas, e induce también la formacion de substratos importantes para la activacion de

PKC y de la proteina quinasa activada por ceramida (CAPK) (Yao et al., 1995).

La activacion de proteinas G heterotriméricas, formadas por una subunidad
catalitica, o y dos subunidades reguladoras 3 y y implica la union de esta proteina a una

molécula de GTP y la consiguiente disociacion de la subunidad a [Jde las subunidades
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reguladoras. A continuacion, la subunidad o [Jes capaz de activar a otros efectores,
como la fosfolipasa C (PLC). Los LPS activan sobre todo a la PLC especifica de
fosfatidilcolina (PC-PLC), pero también se ha detectado activacion de la PLC especifica
de fosfatidilinositol (PI-PLC) (Fig.. 4). En ambos casos, parece ser necesaria la
activacion previa de tirosina-quinasas. Tanto la activacion de PC-PLC como la de PI-
PLC culminan en la generacion de DAG (Diacil Glicerol). Dicho DAG permite la
activacion de las PKC convencionales y nuevas. La actividad de PI1-PLC también genera
el segundo mensajero fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato (IP3), capaz de estimular la
movilizacién de iones calcio, contribuyendo a la activacion de las isoformas de PKC
dependientes de calcio (convencionales) y a la Calmodulina. Ademas, los propios LPS
pueden, por si solos, constituir un segundo mensajero. De hecho, el lipido A del LPS
puede unirse a la fosfatidilserina de las PKC convencionales, ejerciendo una accion
directa sobre estas enzimas (Ellis et al., 1987). La activacion de las PKC por parte del
LPS permite la produccion de TNF- a e IL-[J a en monocitos humanos (Shapira et al.,
1994). En los macrofagos murinos estimulados con LPS, la PKC induce la sintesis de
oxido nitrico y la adquisicion del estado microbicida (Celada y Schreiber, 1986;
Fujihara et al., 1994; Novotney et al., 1991, Paul et al., 1995) y colabora en la
reorganizacion del citoesqueleto (Li y Aderem, 1992; Seykora et al., 1991).

Los macrofagos expresan en la membrana plasmatica niveles elevados de un
subgrupo de proteinas G heterotriméricas denominadas G a 2. Tras la estimulacion con
LPS, la G a 2 es internalizada y asociada a las vesiculas y las vacuolas (Sweet y Hume,
1996). La inhibicion de Gia [J[1bloquea la produccion de IL-1, de derivados del acido
araquidénico y del 6xido nitrico inducida por el LPS (Coffee et al., 1990; Daniel-
Issakani et al., 1989; Jakway y DeFranco, 1986), mientras que potencia la produccion de
TNF-[J a en respuesta a los LPS (Zhang y Morrison, 1993). Por otro lado, la simple
inhibicion de Gio [Jes capaz de imitar la citotoxicidad y la inhibicién de la proliferacion
inducida por los LPS (Hume y Denkins, 1989). Estos datos demuestran que una misma
proteina G puede estar involucrada en la regulacién positiva de algunas respuestas a los

LPS y en el control negativo de otras.
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[linhibe la induccion por el IFN-y [y la expresion de iNOS, la liberacion de TNF-a. [Jo
la capacidad de matar a bacterias intracelulares (Bogdan et al., 1992; Vodovotz et al.,
1993). EI TGF-B [les capaz de inhibir la expresion de iNOS inducida por los LPS o la
expresion de citocinas pro-inflamatorias, aunque en estos casos los mecanismos de

accion son menos descritos hasta ahora (Imai et al., 2000; Werner et al., 2000).

5.4. El Papel de los Macrofagos en los Procesos Infecciosos.

Ademas de la funcién importante de los macrofagos como células presentadoras
de antigenos, se ha demostrado que los macrofagos juegan un papel muy importante en

el reconocimiento y destruccién de microorganismos patogenos (Roitt et al, 2001b.).

En 1989 se informé de la produccion de Intermediarios de Nitrogeno Reactivos
como un mecanismo antimicrobiano de macro6fagos murinos activados (Nathan CF y
Hibbs JB, 1991). Este mecanismo juega un papel antimicrobiano importante, y se
dilucido de la convergencia de dos lineas de investigacion independientes: del andlisis
del metabolismo de la nitrosamina en la carcinogénesis y el segundo del estudio de la
actividad antitumoral de los macrofagos (Nathan CF y Hibbs JB, 1991 Stuehr DJ y
Marleta MA, 1985, Stuehr DJ Y Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al, 1987a, Hibbs JB et
al, 1987hb, lyengar RD et al, 1987.).

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los RNI contribuyen a la
habilidad de los macréfagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad de
patdgenos intracelulares como lo son L. monocytogene y M. tuberculosis y patdgenos
extracelulares como E. histolytica, entre otros (Gregory SH et al, 1993; Chan J, 1992;
Boockvar KS et al 1994; Beckerman KP et al, 1993; Chan J et al, 1995; Denis et al,
1992)).
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5.4.1 Bloqueo de los Inhibidores de la Activacion de los Macréfagos y su Aplicacion

en Sistemas in vivo.

Son pocos los estudios realizados referentes especificamente sobre el bloqueo de
inhibidores de la activacion de los macréfagos y su aplicacion en sistemas in vivo.
Kobayashi F y col., en el afio 2000, realizaron un estudio en ratones C57BL/6,
utilizando anticuerpos monoclonales contra IL-10 para estudiar los mecanismos de
defensa contra la infeccién por Plasmodium yoelii yoelii. Es conocido que la IL-10 es
una citosina involucrada en la inhibicién de la funcion microbicida de los macréfagos,
por lo que este grupo de investigadores planted bloguear la accién inhibitoria de la IL-
10, para que los macréfagos recuperasen su funcién antimicrobiana. Los ratones fueron
inyectados con AMs anti-IL10 después de la inoculacion con P. yoelii yoelii. El
tratamiento en los ratones con anticuerpos anti-IL-10 dio como resultado una
prolongada sobrevivencia hasta del 60%, mientras que el grupo de ratones control (sin

anticuerpos anti- 1L-10), el 100% de ellos murieron al dia 11.

Después Swierczynski B y col. (2000), realizaron un estudio sobre la produccion
de anticuerpos en contra de dos citocinas que inhiben la activacién microbicida de
macrofagos para destruir a Toxoplasma gondii, comprobando que la aplicacién de
dichos anticuerpos conducian a que los macr6fagos murinos se recuperan del efecto
inhibitorio provocado por la IL-4 y/o IL-10, de tal forma que pudieran actuar inhibiendo
la proliferacién del microorganismo patégeno. El grupo de Asseman demostré que el
uso de anticuerpos anti NKZ1.1 puede inducir alteraciones de los mecanismos
reguladores, tomando como antecedente el papel de las células Natural Killer (NK)
como posible principal fuente de produccion de IFN-gamma en la infeccion por
esquistosomiasis murina; ellos aplicaron anticuerpos anti NK por 17 semanas después
del estimulo con Schistosoma mansoni y observaron el aumento del granuloma hepatico
debido a la falta de produccion de IFN-gama producido por las células NK. También, se
realizd un estudio similar utilizando anticuerpos anti-IL10 in vivo, para analizar su
efecto en los mecanismos de defensa del huésped contra infeccion por Salmonella y

encontraron que la administracion de anticuerpos anti-1IL10 aumento significativamente
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la resistencia del huésped en la etapa temprana de la infeccion, asi como también se vio
notablemente disminuido el crecimiento del microorganismo patdgeno tanto en la

cavidad peritoneal como en el higado de los ratones utilizados.

Por otro lado y particularmente refiriéndonos a los microorganismos en estudio
encontramos pocas referencias sobre el papel de anticuerpos anti-citosinas, involucradas
en la inhibicion de la activacion de los macréfagos. Como son los estudios realizados
por Haak-Frendscho M y col., 1992 y Wagner y col., 1994 Estos grupos de
investigadores analizaron el papel de la IL-4 en la resistencia hacia la infeccion por L.
monocytogenes, para lo cual administraron anticuerpos monoclonales anti-1L-4. Ellos
observaron que los ratones tratados con 0.01 a 0.4 mg de anticuerpos monoclonales anti-
IL-4 antes del estimulo de L. monocytogenes disminuyeron significativamente el dafio
hepatico por el microorganismo patégeno. La proteccion méxima fue alcanzada
mediante la inyeccion de 0.1 mg de anticuerpos monoclonales anti-IL-4 antes del
estimulo con L. monocytogenes. El tratamiento con los anticuerpos monoclonales anti-
IL-4 después del estimulo con la bacteria no tuvo ningun efecto en los mecanismos de
resistencia antilisterial. Pfaff y su grupo de investigadores, en el afio 2003, evaluaron la
capacidad de las IL-12 y IL-18 para modular la respuesta inmune celular especifica de
antigeno, in vitro, en pacientes expuestos a la infeccién por Onchocerca volvulus y E.
histolytica. Mediante la utilizacion de anticuerpos anti-IL12 y anti—IL 18, concluyeron
que la IL-18 resulto ser altamente capaz de inhibir la produccion de IL-10 por
macrdfagos estimulados con E. histolytica (Pfaff AW et al., 2003).

5.4.2 Listeria monocytogenes.

L. monocytogenes es un patogeno intracelular que infecta principalmente a los
macrofagos y a los hepatocitos (Fig. 7). Esta especie de bacterias son Gram-positivas,
facultativas, y no forman esporas. L. monocytogenes produce meningoencefalitis en
ratas normales. En estos éstos animales, la invasion por bacterias esta asociada al
reclutamiento y subsiguiente desaparicion de los macrofagos que expresan las enzimas

INOS vy la nitrotirosina, lo cual es un indicador de la produccion de oxido nitrico (Fehr T
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et al.,, 1997). El tratamiento con un inhibidor selectivo de la iNOS, L-N (6)-(1-
iminoethyl)-lysina (L-NIL) incrementd la mortalidad en ratas, lo que sugiere que el NO
tiene un efecto protector en la meningoencefalitis listérica en ratas (Remer KA. Et al.,
2001).

La listeriolisina-O es un compuesto producido por L monocytogenes que inhibe
la fusion de los lisosomas a los fagosomas. La exposicion de la listeriolisina-O al NO
fue inhibida bajo condiciones nitrosativas. Estos resultados sugieren que el estrés
nitrosativo mediado por macrofagos es un importante componente del arsenal
inmunoldgico en el control de las infecciones provocadas por L. monocytogenes (Ogawa
Retal., 2001).

Ademas, se ha demostrado que la listeriolisina-O, secretada por la bacteria,
contribuye como un potente estimulo inflamatorio para inducir la activacién de las
células endoteliales durante los procesos infecciosos donde esta involucrada la
activacion del NF-kB. Este factor nuclear permite la expresion de la iNOS con la
produccion de NO (Kayal S et al., 1999). Agregado a esto, se ha demostrado que los
ratones deficientes en NOS; son incapaces de matar a L monocytogenes, asi como a las
bacterias entéricas (Shiloh MU et al., 1999).

Entre los reguladores negativos de ciertas funciones de los macréfagos durante el
curso de la infeccién por L. monocytogenes acttan algunas citocinas, como es la IL-4
(Haak-Frendscho et al., 1992, Emoto M et al., 1995), la IL-10 (Malefyt W et al., 1991,
Tripp C et al., 1993, Kelly JP et al., 1996, Fleming SD y Campbell PA 1994) y el TGF-
(Strassmann G et al., 1991),

La listeriosis murina ha sido utilizada como un modelo para estudiar la respuesta
mediada por células (principalmente macr6fagos) hacia ciertas bacterias. La respuesta de
los macrofagos activados fue descubierta por primera vez utilizando el modelo de
Saylers (Salyers AA et al., 1994, Mielke MEA et al., 1993).
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Los ratones BALB/c son resistentes a la infeccion por L. monocytogenes. La
resistencia del raton involucra una respuesta bifasica: la primera fase consiste de las
primeras 48 h después de la infeccion, durante la cual hay multiplicacion de L.
monocytogenes en el higado y el bazo de los ratones infectados. En estos ratones no
inmunizados los macréfagos y los leucocitos polimorfonucleares son las células
efectoras involucradas en el control de la multiplicacion. En la segunda fase, el
desarrollo de la inmunidad mediada por células inicia en el segundo dia, tiempo durante
el cual la multiplicacion de L. monocytogenes prevenida por los macréfagos que poseen
una actividad microbicida incrementada que es mediada por la accion de linfocinas
liberadas por linfocitos T (Schutheis RJ y Keams RJ 1990, Portnoy DA et al, 1992).

Fig. 7. Micrografia de Fluorescencia que muestra macréfagos infectados con

L. monocytogenes.
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5.4.3 Entamoeba histolytica (Fig. 8).

El protozoario E. histolytica es el parésito que causa la disenteria amibiana y
puede producir AH, lo cual esta asociado con la morbilidad y mortalidad en el mundo
(WHO/PAHO/UNESCO, 1997). El desarrollo de AHA implica la movilizacion de los
trofozoitos de E. histolytica del lumen intestinal hacia la pared intestinal a través de el
sistema circulatorio hacia el higado. El evento inicial es la union de los trofozoitos
amibianos a las células epiteliales intestinales, seguido por la lisis de estas células y por
la subsiguiente invasion dentro de la mucosa intestinal (Ravdin JI et al., 1988). Existe
evidencia de que la reaccion inflamatoria ocurre después de la etapa inicial de la
invasion al tejido fino por trofozoitos (Tsusumi V, 1988). Estudios in vitro han mostrado
que en co-cultivos de células madre y células epiteliales humanas con trofozoitos, se
incrementa la secrecion y expresion de citocinas proinflamatorias y quimiotactantes
(Eckmann L. et al., 1995). Resultados similares fueron obtenidos utilizando un modelo

raton-humano SCID de xenoinjerto intestinal (Seydel KB et al., 1997).

Ademés de lo mencionado anteriormente, E. histolytica, evade la respuesta
inmune y el organismo afectado es incapaz de controlar la invasion amibiana. De hecho,
se ha observado una disminucién de la respuesta inmunoldgica en pacientes y roedores
experimentales susceptibles, tales como hamster y gerbiles que pueden producir AHA
(Denis M et al, 1988, Lin JY et al, 1993, Wang W et al., 1992, Wang W et al., 1992b).

Las proteinas amibianas y el medio condicionado regulan negativamente las
funciones efectoras y accesorias de los macrofagos en ratones BALB/c mediante la
estimulacién de la produccion de la Prostaglandina E2 (PGE2) (Wang W et al., 1995).
Recientemente, Sanchez Ramirez y col., en el afio 2004 reportaron que E. histolytica
puede estimular la produccion hepatica de PGE2 en hamster que poseen AHA y
sugieren que esto contribuye al estudio de procesos inflamatorios y de patogénesis
provocados por la formacion de abscesos amibianos. Sin embargo, éste posible efecto
producido por E. histolytica no ha sido observado en ratones inmunocompetentes

(ratones con sistema inmune funcional, capaz de desarrollar anticuerpos). De hecho,
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estos animales son generalmente resistentes a la infeccion amibiana en el higado (Gold
D. et al., 1978, Gold D. 1989, Meerovich E et al., 1988, Neal RA et al., 1975). Por otro
lado, algunos estudios han provisto evidencias de que los macréfagos juegan un papel
importante en la defensa del huésped contra E. histolytica invasiva (Ghadirian E et al,
1988a, Ghadirian E et al, 1988b, Martinez-Gigena MP et al., 1992). Esto ha sugerido
que su actividad protectora es debida a la produccién de NO (Denis M et al., 1992, Lin
JY etal., 1992 Lin JY., 1994 et al., Lin JY et al., 1995, Sequin R et al., 1997).

Cuando a los ratones se les administra un inhibidor de los macr6fagos semejante
a la silica, se bloguea la resistencia natural contra la infeccion hepética por E histolytica
en los ratones (Stern JJ et al., 1984). Estos estudios con modelos experimentales
sugieren que la resistencia del huésped en la amibiasis murina es dependiente de los
macrdfagos. A pesar de todo lo anterior, hasta este momento no hay evidencia directa
disponible.

En un pequefio porcentaje de las infecciones, los trofozoitos se hacen invasivos y
penetran a la mucosa intestinal causando Ulceras y colonizan otros tejidos
principalmente el higado donde forman abscesos (Sehgal D et al., 1996). En las
infecciones clinicas y experimentales por E. histolytica se ha observado que los
mecanismos efectores mediados por los macrofagos son importantes en el control y
resistencia a la infeccion (Denis M et al., 1989, Lin JY et al., 1992, Salata RA et al.,
1987, Salata RA et al., 1986, Salata RA et al., 1985, Stern JJ et al., 1984 y Treviiio MLC
1990). También se sabe que los procesos de muerte amébica por macréfagos activados
por IFN-y, los LPS y el TNF, involucran las vias dependientes e independientes de
oxigeno, principalmente por el NO, siendo el H202 y el O2 moléculas cofactores (Lin
JY et al., 1994, Lin JY y Chadee K 1992, Ghadirian E y Denis M. 1992, Denis M et al.,
1992, Salimi A 'y Ghadirian E. 1993 y Ghadirian E y Salimi A. 1993).

Para estudiar los mecanismos involucrados en la relacién huésped-parésito que

determinan la produccion de la enfermedad, se han utilizado diferentes modelos

experimentales in vivo (Tsusumi et I., 1994, Acevedo A.J. et al., 2000, Shibayama M. et
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al., 2000). En la basqueda de los modelos experimentales se observo que los ratones
BALBI/c presentan una resistencia innata a la infeccién amébica (Rivero-Nava L et al.,
1997 y Ghadirian E y Kogshavn PAL. 1984) lo que plantea a éste modelo como un

sistema idoneo para analizar algunos aspectos de inmunoresistencia durante la infeccion

de E. histolytica.

Fig. 8. Trofozoitos de Entamoeba histolytica

5.5 El Problema.

Nosotros nos propusimos investigar si el FIAML permite que L. monocytogenes
y E. histolytica produzcan AHE en ratones BALB/c infectados experimentalmente con

dichos microorganismos.
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Se ha sugerido que la inmunodeficiencia en pacientes con cancer se debe a la
presencia de factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimiento de la
respuesta inmune. Entre ellos recientemente nuestro grupo a partir del tumor murino
L5178Y, caracterizé un polipéptido que inhibe la activacién de macrofagos y inhibe la
liberacion de NO después de un estimulo con LPS. Considerando que uno de los
principales mecanismos microbicidas de los macrdfagos es a través de la produccion de
NO, es posible que ésta sea la via inhibida en los pacientes con cancer y de ahi su
propension a las infecciones bacterianas. Por otra parte se ha demostrado que los ratones
BALB/c son naturalmente resistente a infecciones por E. histolytica, L. monocytogenes,
por lo que resultan buenos modelos experimentales para analizar la respuesta del sistema
inmunoldgico ante estos microorganismo en presencia de un inhibidor de origen

tumoral.

5.6 Originalidad.

Se conocen pocos estudios sobre la actividad de factores inhibidores de origen
tumoral que afectan al sistema inmune, particularmente a los macréfagos, utilizando
sistemas in vivo. Miyata H y col., en 1981 identificaron un factor de origen tumoral, de
bajo peso molecular en ratones portadores de un fibrosarcoma informando que es
liberado a la circulacion, lo que hace al animal susceptible a ser infectado
experimentalmente con L. monocytogenes (Miyata H y col., 1981). También se ha
informado que el sobrenadante de cultivos de células tumorales desactiva a los
macrofagos inhibiendo la actividad antitoxoplasmal y antileishmania asi como el
metabolismo oxidativo de los macréfagos, en condiciones in vitro (Szuro-Sudol A et al.,
1983).

Considerando por una parte el gran potencial de los macréfagos en contra de los
microorganismos patdgenos, y por otra parte el efecto inhibitorio de la célula cancerosa
sobre la actividad de los macrofagos, sugieren fuertemente que la incidencia de
infecciones oportunistas observada en pacientes con cancer probablemente se deba al

efecto deletéreo de estas células sobre la actividad de los macrofagos. Para esclarecer
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esta incdgnita se requiere de la realizacion de varias etapas en la investigacion, entre las
que podemos considerar importantes las del indole del presente trabajo en el que
pretendemos demostrar si los ratones resistentes a la infeccion por dos microorganismos

patdgenos importantes (L. monocytogenes y E. histolytica) pueden producir AHE.
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6. METODOS

6.1 Origen de los Reactivos.

De la Marca Spectrum Quality Products IN. (Gardenia, CA, New Brunswick, NJ,
USA) utilizamos los siguientes reactivos: Fosfato de potasio monobaésico, fosfato de

potasio dibasico, D-Glucosa, Cloruro de sodio y cloruro de benzalconio.

De la marca Difco Labs, Detroit, Mich utilizamos los siguientes reactivos: Caldo
Luria Bertani, peptona de gelatina, infusion de cerebro de ternera, infusion de corazén
de res, triptona, extracto de levadura, agar, sustrato nutritivo (extracto de corazén y

peptonas), agar-agar, Peptona de caseina, hematoxilina-eosina y glicerol.

De la marca Cheminova de México: pentobarbital sédico

Se adquirid de Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) los siguientes reactivos: L-
cisteina, &cido ascérbico, tris-HCI, tripsina, lipopolisacaridos de Escherichia coli
serotipo 0127:B8, albumina bovina, glutaraldehido, glicina, carbonato de sodio,
hidroxido de sodio, reactivo de folin, naftil-etilendiamina, sulfanilamida, nitrito de
sodio, HEPES , Trizma base, Tris HCI, carbonato de sodio, sufato de cobre, tartrato de
sodio y potasio, y medio RPMI-1640 para cultivo in vitro de células de mamifero, azul
tripano, suero bovino fetal, membrana de corte de peso molecular de 10 kDa, antrona,
formol y etanol absoluto.
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De la marca Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V. (Cuautitlan
Itzcalli, Estado de México): peptona de caseina, jeringas y agujas desechables.

De Spectrum Quality Products Inc. (Gardena, CA, New Brunswick, NJ, USA):
Fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico, acido sulfurico,

De Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V., Monterrey, NL: hidréxido de

sodio.

De Infra S.A. de C.V. Edo. de México. Nitrégeno, grado NF UN 1066.

De Pharmacia, Uppsala, Swrden: Sephadex G-25

De Nycomed Pharma Centryfugation Media (Oslo, Noruega): NycoPrep 1.068

6.2 Material Biologico.

6.2.1 Animales de Laboratorio.

Se utilizé como modelo experimental in vivo ratones BALB/c de sexo femenino,
de 6 a 8 semanas de edad, provenientes del Bioterio del Centro de Investigacion
Biomédica del Noreste, IMSS. Este mismo modelo in vivo fue utilizado para propagar y
producir las ceélulas tumorales, obtener cantidades suficientes de macrofagos
peritoneales e inducir el LmHA y el EhHA. A los ratones BALB/c se les mantuvo en el
bioterio a una temperatura de 18 a 20°C, en jaulas de polipropileno con cubierta de
rejilla metalica de 43 x 27 x 15 cm (Nalgene, New York, U.S.A.) y se les proporciono
alimento y agua ad libitum como lo indica las normas internacionales (Lab. Diet. PMI
Nutrition International, Inc., St. Louis Missouri, U.S.A.).
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6.2.2 Cepa de Listeria monocytogenes (Ziad W et al, 2003).

La cepa BP24 de L. monocytogenes, fue utilizada para realizar los ensayos de
desarrollo de AHE en ratones BALB/c Esta cepa fue donada en el afio de 1997 por el
laboratorio del Dr. Rolando Tijerina Menchaca de la escuela de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo LeoOn. Las bacterias se hicieron crecer, para su
mantenimiento y obtencion de suficiente biomasa, como lo describe Wadsworth y
colaboradores (Wadsworth SL, y col., 1999). Dicha cepa de L. monocytogenes fue
cultivada en cajas Petri de 100 x 15 mm con medio infusion cerebro corazon (Difco
Labs, Detroit, Mich). Una vez que se obtuvo suficiente masa bacteriana de la cepa de
referencia, fueron cultivados tres tubos de esta cepa en caldo Luria —Bertani (Difco
Labs, Detroit, Mich) (Cepa madre) y a las 24 h de crecimiento se les agregaron 40% de
glicerol estéril y se congelaron y almacenaron a —80 °C para su preservacion hasta que

fuesen requeridos para la realizacion de los experimentos especificos de esta tesis.

6.2.2.1 Preparacion de los Medios de Cultivo.

6.2.2.1.1 Agar de Infusion Cerebro-Corazén (BHI) (Difco Labs, Detroit,
Mich). Se mezclaron y disolvieron los componentes: Peptona de gelatina 10,0 g, cloruro
de sodio 5,0 g, fosfato disodico dodecahidratado 2,5 g, glucosa 2,0 g, infusion de
cerebro de ternera 200 mL, infusion de corazon de res 250 mL. en 950 mL de agua
desionizada, se afor6 a 1,000 mL con agua desionizada. EI medio fue colocado en un
matraz de 1L y cubierto con un tapon de gasa en la boca del matraz, se esterilizé en
autoclave por 15 min a 121°C £1 con el tapdn flojo, el cual se ajusté después estando el
recipiente todavia caliente. Se separaron alicuotas del medio en placas de petri de 10 x
125 mm y se dejaron solidificar a temperatura ambiente. Dichas cajas con el medio

fueron almacenadas a temperatura de 4°C hasta su uso.

6.2.2.1.2 Agar Luria Bertani (LB) (Difco Labs, Detroit, Mich). Se mezclaron
y disolvieron los componentes: Triptona 10.0 g, extracto de levadura 5.0 g, Cloruro de
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sodio 5.0g, Agar 10.0 g, en 950 mL de agua desionizada. El pH se ajustd a 7.0 con
NaOH 10 N y el contenido fue aforado a 1,000 mL con agua desionizada. ElI medio fue
distribuido en alicuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13 x 100 mm con tapon de
rosca. Los tubos con el medio fueron esterilizados en autoclave por 15 min a 121°C +1
con los tapones flojos, los cuales se apretaron después estando los recipientes todavia

calientes. EI medio fue almacenado en congelacion hasta su uso.

6.2.2.1.3 Agar Sangre (AS) (Difco Labs, Detroit, Mich). Se mezclaron y
disolvieron los componentes: sustrato nutritivo (Extracto de corazon y peptonas) 20.0 g,
cloruro sédico 5.0 g, agar-agar 15.0 g. en 950 mL de agua desionizada y se afor6 a
1,000 mL con agua desionizada. EI medio fue colocado en un matraz de 1L con un tapon
de gasa en la boca del mismo y se esteriliz6 en autoclave por 15 min a 121°C +1. Se dej6
enfriar a 45-50°C, y se incorpor6 al mismo 50 mL de sangre desfibrinada y se
prepararon alicuotas del medio en placas de petri de 100 x 15 mm vy se dejo solidificar a
temperatura ambiente. Se almacenaron las cajas con el medio a temperatura de 4°C hasta

Su uso.

6.2.3 Preparacion del Indculo de Listeria monocytogenes para el Desarrollo del

Absceso Hepético Experimental en Ratones BALBI/c.

Se prepard un cultivo fresco, a partir del cultivo madre de L. monocytogenes (que
se encontraba a —20 °C en medio LB), de esta bacteria en cajas Petri de 100 x 15 mm,
las cuales contenian agar sangre. Las cajas con L. monocytogenes fueron incubadas a 37
°C durante 24 h. Después de este tiempo con una torunda esteéril, se recogié la mayor
cantidad de colonias bacterianas, las cuales se homogeneizaron en un tubo estéril de 100
x 150 mm que contenia 2 mL de PBS estéril. De esta solucion fue tomada una muestra
colocandola en otro tubo estéril que contenia 2 mL de PBS, hasta alcanzar el indice de
0.5 segun la escala de patrones del nefelometro de Mc Farland (McF) con una lectura de
80 % de transmitancia (T). A partir del tubo de 0.5 de McF se realizaron seis diluciones
(101,102,103 1074 105 10 ) de la siguiente manera y por triplicado:
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1)Tubo A: concentracion bacteriana de 0.5 de McF (80% T)
2) Dilucién de 10 ~*: 0.5 mL del tubo A mas 4.5 ml de PBS
3) Dilucién de 10 2 0.5 mL de la dilucion 10 ~* mas 4.5 mL de PBS
4) Dilucion de 10 ~3: 0.5 mL de la dilucion 10 2 mas 4.5 mL de PBS
5) Dilucién de 10 ~*: 0.5 mL de la dilucién 10 = méas 4.5 mL de PBS
6) Dilucion de 10 ~°: 0.5 mL de la dilucién 10 ~* méas 4.5 mL de PBS

Se realiz6 un cultivo en placa de agar sangre para cada una de las diluciones,
colocando 10 pl de la suspension. Todas las placas se incubaron a 37°C durante 24 h.
Después de este tiempo se realizé el conteo de las colonias de L. monocytogenes asi
como los ajustes necesarios para alcanzar 5 x 10° bacterias en 50 ul de PBS estéril
obteniendo asi la dosis requerida para el inoculo de L. monocytogenes para el desarrollo
de los AHE en los ratones BALBI/c.

6.2.4 Cepa HM1:IMSS de Entamoeba histolytica (Diamond’s, 1968).

Se utiliz6 la cepa de E. histolytica HMZ1:IMSS la cual se ha mantenido en
condiciones axénicas en medio PEHPS (Said Fernandez y col., 1988) en nuestro

laboratorio mediante cultivo continuo por 23 afios.

6.2.4.1 Preparacion de los Medios de Cultivo.

6.2.4.1.1 Medio Basal (PEHP) (Said-Fernandez y cols., 1988). Peptona de caseina
10.0 g, D-Glucosa 6.0 g, L-cisteina 1.0 g, &cido ascorbico 0.1 g, KH2PO4 1.0 g, K2HPO4 0.6
g, extracto de higado y pancreas 250 mL. Se mezclaron y disolvieron los componentes en 950
mL de agua desionizada. Se ajustd el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1,000 mL con
agua desionizada. EI medio fue distribuido en alicuotas de 5 mL en tubos para cultivo de 13 x
100 mm con tapdn de rosca. Se esterilizaron los tubos con el medio en autoclave por 15 min a
121°C £1 con los tapones flojos, los que se apretaron despues estando los recipientes todavia

calientes. Se almacend el medio a temperatura ambiente hasta su uso.
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6.2.5 Resiembra y Cosecha.

6.2.5.1 Resiembra.

Se incubd la cepa de E. histolytica HM1:1IMSS a 37 °C en una incubadora de CO>
(Napco, modelo 5100, Pértland Oregdn, USA) y 5 % de humedad. Antes de cada
resiembra se observaron los cultivos en un microscopio invertido (Reich, No. de serie
WI-54220), para comprobar el buen aspecto morfologico y la movilidad de las amibas.
Se coloco el mejor tubo de cultivo de cada cepa en agua-hielo por 10 min, se determino
la concentracion celular con un hematocitdmetro y se inocularon 5 x 10® amibas/mL, a
cada uno de otros tres tubos (5.5 mL de medio suplementados con 10% de suero bovino)
en medio de cultivo PEHPS (Said-Fernandez y cols., 1988) fresco. Se conservaron los
cultivos de la pendltima resiembra hasta comprobar el crecimiento celular de las amibas.

Las resiembras fueron realizadas cada 72 h.

6.2.5.2 Obtencion de Cepas de E. histolytica HM1:IMSS Virulentas.
Para asegurar que la cepa HM1:IMSS tuviese una virulencia maxima para
producir AH, a la cepa original fue inoculada en higado de hamster, en tres seciones,

verificando la produccion de abscesos, para lo cual se uso la siguiente metodologia:

Como modelo experimental para producir amibiasis hepética, se utilizaron
hamsters sirio dorados (Mesocricetus auratus), machos recién destetados, con un peso
de 40-60 g, (Kretschmer, R. R. 1996) los cuales fueron criados y mantenidos en el

Bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste.

Se inocularon 108 trofozoitos crecidos en medio PEHPS a cada hamster, en
grupos de 5 machos hamster. Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal,
con una solucién de 0.063 g/mL de pentobarbital sédico de uso veterinario (Smithkline
Norden, Meéxico), con jeringas desechables de 1 mL y agujas calibre No. 25 en dosis de
6.3 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10
minutos, y con una duracion aproximada de una hora. Se procedié a rasurar el vientre

del hamster y se desinfecto el area operatoria con una solucion acuosa de cloruro de
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benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente despues fue colocado un campo estéril y con
tijeras se realizé una pequefia incision en abdomen de 1.5 cm en la linea media, por
abajo del apéndice xifoides del esterndn, exponiendo el higado. Se incocularon a cada
hamster 10° amibas, suspendidas en 0.1 mL de medio PEHP basal, directamente en el
I6bulo ventral del higado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculacién se
hizo hemostasia en el punto de la inoculacion con gelfoam, esponja estéril hemostéatica
(Upjohn), y la incisién fue suturada mediante surgete continuo con candado, abarcando
los planos peritoneal muscular y cutaneo, con seda estéril calibre 000 (Gonzélez-Garza,
M.T. et al. 1996).

La evaluacion de las lesiones hepéaticas se realiz6 7 dias después de la
inoculacion, mediante una laparotomia exploratoria, practicada a cada animal de cada
grupo. Para demostrar la presencia de los trofozoitos vivos en los AH; se tomaron
piezas del tejido afectado de 0.5 cm las cuales fueron puestas directamente en medio de
cultivo PEHPS. Después de 72 h se observaron los tubos bajo el microscopio invertido
para confirmar la presencia de los trofozoitos vivos. Estas amibas se reinocularon dos
veces mas en pases por higado de hadmster, verificando que las amibas produjeran en
cada pase AHA grado V (Cruz-Vega y cols., 1997) para que éstas estuvieran
expresando su mayor virulencia en el momento de realizar los experimentos de esta

tesis.

6.2.6 Preparacion del Indculo de E. histolytica para el Desarrollo del Absceso

Hepético Experimental.

Se incubd en tubos de 13 x 100 mm con 5 mL de medio basal (PEHP), la cepa
de E. histolytica HM1:IMSS a 37 °C en una incubadora (Napco, modelo 5100, Portland
Oregon, USA). Antes de cada resiembra los cultivos fueron inspeccionados en un
microscopio invertido (Reich, No. de serie WI-54220), para comprobar el buen aspecto
morfoldgico y la movilidad de las amibas. Se colocaron los tubos de cultivo de la cepa
en agua-hielo por 10 min, se determind la concentracion celular con un hemacitometro,

y se realizaron los ajustes necesarios para obtener 5 x 10° trofozoitos en 50 pl de PBS
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estéril obteniendo asi la dosis requerida para el inoculo de amibas para el desarrollo del
AHE en los ratones BALB/c.

6.2.7 Cepa de Linfoma L5178Y.

Como modelo experimental para mantener el linfoma L5178Y, se utilizaron
ratones hembras BALB/c, con un peso de 25-30 g, los cuales fueron criados y
mantenidos en el Bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, a partir de

un animl portador, donado por el CIBO- IMSS.

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal, con una solucion de
0.032 g/mL de pentobarbital sodico de uso veterinario (Smithkline Norden, México),
con jeringas desechables de 1 mL y agujas calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de
peso corporal. Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 minutos, y con una
duracion aproximada de una hora. Se procedio a rasurar el vientre del raton portador del
linfoma y se desinfectd el area operatoria con una solucién acuosa de cloruro de
benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después se coloco un campo estéril y con tijeras
se realizé una pequefia incision en el abdomen de 1.5 cm en la linea media, por abajo del
apéndice xifoides del esternon. Se tomaron 500 pl de liquido de ascitis del Linfoma con
una jeringa desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 y se reinoculo a dos ratones de la
siguiente manera: se limpi6 con una solucién acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25
% el area peritoneal de los animales y con una jeringa de 1 mL y aguja calibre No. 25, se
inyectaron 2,000,000 células/200uL del liquido de ascitis del linfoma por medio de una

puncién en la cavidad peritoneal de cada animal.

Posteriormente al pasar 12 dias se sacrificd a uno de los dos ratones y el otro fue
conservado hasta los 15 dias mas como reserva del linfoma. Con el animal sacrificado se
procedio a utilizar la metodologia descrita aqui. El inoculo se realiz6 cada 12 dias (Hay
Ry col., 1992).
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6.2.8 Aislamiento del Factor Inhibidor de la Activacion de Macrofagos del Linfoma
(FIAML).

Se siguid la metodologia previamente descrita (Palacios-Corona R et al., 1999)
Se anestesiaron 30 ratones BALB/c portadores de linfoma L5178Y por via
intraperitoneal, con una solucion de 0.032 g/mL de pentobarbital sédico de uso
veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa desechable de 1 mL y aguja
calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis se indujo una
anestesia profunda en 10 minutos, y con una duracion aproximada de una hora. Se
procedio a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y se desinfectd el area
operatoria con una solucién acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25 %.
Inmediatamente después se colocd un campo estéril y con tijeras se realiz6 una pequefia
incision en el abdomen de 1.5 cm en la linea media, por abajo del apéndice xifoides del
esterndn. Se sacrificé a los animales y posteriormente tomo todo el liquido de ascitis del
linfoma de cada animal con una jeringa desechable de 10 mL y aguja calibre No. 25. Se
colocé el volumen total de liquido de ascitis en tubos de 50 mL (Corning, NY, USA). El
volumen de liquido de ascitis de cada uno de los ratones fue variable, entre 4 y 12 mL
por cada uno. Como un primer paso de purificacion a los tubos que contenian el liquido
de ascitis fueron centrifugados a 600 xg durante 10 minutos a 4 °C para eliminar las

células del linfoma.

6.2.8.1 Método de Ultrafiltracion.

Como un segundo paso de purificacion, se fraccionaron las proteinas contenidas
en el sobrenadante del liquido de ascitis con un sistema de amicon (Amicon, Pharmacia
Chem fino, Uppsala, Suecia), donde se utiliz6 una membrana de corte de peso molecular
de 10 kDa (Sigma Co., Santo Louis,Missouri, USA.). Utilizando N2 con una presion de
38 psi. Se colectaron las fracciones por debajo de 10 kDa y como un segundo paso de
purificacion se separaron las proteinas contenidas en la fraccion proveniente del sistema
de amicon (con un peso molecular debajo de 10 kDa), utilizando una columna de
borosilicato de 30 x 2 cm, donde se colocaron 9g/150 mL de Sephadex G-25/PBS

(Pharmacia, Uppsala, Swrden), la cual fue preparada siguiendo las instrucciones del
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fabricante (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Swrden). Se lavé la columna y se
equilibré con PBS (pH 7.2) y con el mismo amortiguador se ajusto a un flujo de 1.0
mL/min. Las fracciones se colectaron cada 1 mL de muestra en tubos de borosilicato de
13 x 100 mm. Se determind la concentracion de proteina utilizando un
espectrofotometro (Carl Zeiss, Berlin, Alemania), suponiendo que 1 A280 = 1 mg/mL
en celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria Optica. De los picos con proteina los
juntamos y los guardamos a -20 °C hasta su uso.

6.2.8.2 Cromatografia de Exclusion Molecular.

Como un tercer paso de purificacion, una vez colectados todos los picos se
procedié a dializarlos contra agua bidestilada, donde se hicieron 4 cambios cada 12 h. Y
posteriormente se liofilizaron de la siguiente manera. Se colocé un volumen de 2 a 3
mL, de las fracciones obtenidas después de la separacion cromatografia de exclusion
molecular, en las ampolletas para liofilizacion de 5mL (Labconco, Kansas, USA). Las
ampolletas con las muestras fueron colocadas de manera inclinada en un congelador
a —70°C (Revco, Asheville, N.C., USA). Posteriormente se transportaron a la
liofilizadora (Labconco, Kansas, USA) en un recipiente contenedor de Nitrégeno liquido
y se colocaron en los tubos del rotor de la liofilizadora, una vez que se comprobo que la
liofilizadora alcanzé las condiciones Optimas de temperatura (-50°C) y vacio (25-50
micrones). Posteriormente, se determind la concentracion de proteinas por el método de
Lowry modificado por Hartee (Hartree, 1972) en las fracciones liofilizadas, para lo cual
se reconstituyeron 10 pg de la fraccion liofilizada en 100 pL de agua desionizada. Una
vez determinada la cantidad de proteina se procedidé a guardar las muestras en las
ampolletas para su posterior uso. Cabe aclarar que las fracciones liofilizadas en este
ultimo paso corresponden al FIAML que fue utilizé para el desarrollo de los AHE de

esta tesis.
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6.3 Método para Determinar Actividad Inhibitoria de la Activacion de los
Macrofagos Absoluta y Especifica.

Se determind la activacion de macrofagos absoluta y especifica , basado en el
método descrito por Palacios-Corona R y col., en 1999, con las siguientes
modificaciones: se cultivaron los macrofagos peritoneales (1.2 x 107), obtenidos a partir
de linfoma L5178Y, en microplacas de 96 pozos (Corning, N.Y., USA), colocando 2 x
10° macrdfagos por pozo con 200 pL de medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Company,
SL., Missouri, USA) el cual contenia 25 g de lipopolisacaridos (LPS) (Sigma Chemical
Company, SL., Missouri, USA). Las microplacas con los macréfagos en el medio RPMI
fueron incubadas a 37 °C en atmosfera hiumeda con 5% de CO». El reto con las
fracciones se realizd 24 h antes y 24 h después de la estimulacion con el LPS. La
determinacion de Nitritos se determind 48 h después de la estimulacion con LPS, por la
técnica de Griess (Stuehr, 1989). Se determind una unidad de inhibicion de la activacion
de macrofagos (UIAM) como la cantidad de proteinas a partir de la fraccion de liquido
de ascitis libre de células o cualquiera de sus fracciones que inhibe al 50% la produccion
de NO, por parte de los macrofagos expuestos a las fracciones, con respecto a los

controles.

6.3.1.Aislamiento y Cultivo de Macro6fagos Peritoneales.

Los macrofagos fueron obtenidos del liquido de ascitis de la cavidad peritoneal
de ratones portadores del linfoma L5178Y. Los ratones portadores del linfoma con 12
dias de evolucidn se sacrificaron por dislocacion cervical. Se tomaron aproximadamente
3 mL del liquido de ascitis y se colocaron en el tubo estéril con tapon de rosca. La
suspension celular se agreg6 a un volumen igual de NycoPrep 1.068, se centrifugé 15
minutos a 450 Xg. La banda superior conteniendo a los macréfagos se extrajo con una
pipeta pasteur, se determind el nimero de macréfagos por mL con hemocitometro
contando el numero de células observadas en los 8 cuadrantes del hemocitometro, esta

cantidad se dividié entre 8 y se multiplico por 10,000. Los macrofagos obtenidos se
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5

cultivaron en una microplaca de 96 pozos, colocando 2 x 10~ macrdfagos/200ul/por

pozo.

6.3.1.1 Preparacion del Medio RPMI.

Para preparar el medio RPMI, se mezclaron 500 mL de medio RPMI y 50 mL de
suero bovino fetal, en condiciones asépticas, en a un frasco estéril de 1 L de capacidad
con tapdn de rosca. EI medio se distribuyo en alicuotas de 100 mL en frascos estériles de
borosilicato (Pyrex, Beaker Griffin, Corning glass works, Corning, NY, USA) con tapon
de rosca de 120 mL de capacidad. El medio asi preparado se almaceno en refrigeracion
(2-8°C) hasta su uso.

6.3.1.2 LPS.

Para preparar la solucion de LPS se pesaron 10 mg de lipopolisacéridos de
Escherichia coli serotipo 0127:B8 Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) y se
disolvieron en 10 mL de agua desionizada. La solucion se almacend en tubos cénicos de
polipropileno de 15 mL de capacidad, estériles (Corning Inc, Corning NY., USA) vy se

guardo en refrigeracion hasta su uso.

6.3.2 Activacion de los Macrofagos Peritoneales.

Para activar a los macrofagos peritoneales de ratones sanos y de ratones

6 células en 1 mL de medio RPMI-1640 se

portadores del linfoma se colocaron 1 x 10
agregaron 25 pg de LPS y/o 200 U de rIFN -Y. De aqui, se agregaron 200 ul a la
microplaca y la produccion de nitritos se determin6 48 horas después de la estimulacion,

por la técnica de Griess.

6.3.2.1 Determinacion de Nitritos por la Técnica de Griess (Stuehr, 1989).

Consideramos utilizar la técnica de Griess para determinar la liberacion de los

nitritos por los macréfagos activados con LPS y/o IFN-Y en base a que se ha demostrado
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que los nitritos juegan un papel primordial en la actividad antitumoral de los macrofagos
(Stuehr et al., 1989, Klostergaard et al., 1991 e Yim et al., 1993). Ademaés, en 1991,
Mauel et al. comprobaron que la estimacion de los nitritos liberados por los macrofagos
activados por los inmunomoduladores, LPS e IFN-Y, in vitro, es la técnica mas
adecuada, con respecto a otras técnicas de evaluacion de productos toxicos antitumorales

con la ventaja de su gran reproducibilidad, bajo costo y alta confiabilidad.

6.3.2.2 Composicion y Preparacion de las Soluciones para la Técnica de

Griess.

6.3.2.2.1 Reactivo A. Se disolvieron 0.1 g de naftiletilendiamina en 100 mL de
agua desionizada y almaceno en botella de borosilicato con tapon de roscaa 4° C.

6.3.2.2.2 Reactivo B. Se disolvio 1g de sulfanilamida en 100 mL de H4PO, al

5%. Se almaceno en botella de borosilicato con tapon de roscaa 4° C.

6.3.2.2.2 Curva estandar de NaNO> Se disolvieron 0.068 g de NaNO» para

obtener una solucién 1 mM en 100 mL de agua desionizada. A partir de esta solucion se
hizo una curva con concentraciones de 0.244, 0.488, 0.976, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25,
62.5, 125, 250 y 500 pM.

6.3.3 Determinacion de la Concentracion de los Niveles de Nitritos en el Medio de

Cultivo de los Macréfagos.

Se tomaron 100 pL del medio sobrenadante de los macréfagos cultivados y se
agregaron 50 uL del reactivo A de Griess mas 50 pL del reactivo B, la mezcla se incubo
por 10 min a temperatura ambiente y se leyd en el lector para microplacas (ELISA,
Sigma USA) a 545 nm. La concentracion de nitritos se obtuvo por extrapolacién en la

curva estandar. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.4 Cuantificacion de Proteinas.

Se determino la concentracion de proteinas de las preparaciones experimentales
mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se prepar0 una curva estandar con
concentraciones variables de una solucion de 1 mg/mL de seroalbumina bovina,

fraccion V (SAB), en tubos de ensayo de acuerdo a lo especificado en la Tabla Il.

TABLAII
Curva estandar de seroalbumina bovina (SAB)
SAB (uL) Agua desionizada (uL)

0 200
SIl 195

10 190

20 180

40 160

60 140

80 120

Se prepararon también tubos de ensayo conteniendo volumenes variables de las
preparaciones de FIAML. A cada uno de los tubos se le agregd 1mL de reactivo C.
Inmediatamente después se mezcld el contenido de cada tubo en un vortex y se
incubaron todos los tubos por 10 min a temperatura de laboratorio. Luego se agregaron
0.1 mL de reactivo de Folin recién preparado, se agitd nuevamente y se incub6 por 30
min a temperatura de laboratorio. Se determind la A7so del contenido de cada tubo con
un espectrofotometro (Zeiss, modelo PMQ-3. Alemania Oriental). En todos los casos las
mediciones se hicieron por triplicado. Se graficd la A7so en funcion de la concentracion

de SAB (expresada como ug de proteina/mL). En esta curva se calculd por
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interpolacion, mediante regresion lineal, la cantidad de proteinas contenidas en las
preparaciones de FIAML.

6.5 Cuantificacion de Carbohidratos.

Esta determinacion se hizo por el método de antrona descrito por Hodge (Hodge
J. y col., 1962). El cual consiste en disolver 200 mg de antrona en 10 mL de ac.
Sulfarico concentrado, se pipetea 1 mL de dicha solucion en tubos de 13 x 100 mm
sumergidos en agua helada, se agrega con cuidado 0.5 mL de la muestra (20 a 40
ug/mL), se agita vigorosamente y mantienen los tubos en agua fria. Los tubos se
pusieron en un bafio de agua a ebullicion (Lib-Line, Dubuque, lowa USA) por 16
minutos y se volvieron a enfriar para poder leerlos a 625 nm en un espectrofotometro
(Carl Zeiss, Berlin, Alemania). Cada muestra se trabajé por triplicado y la
concentracion de azucares totales se estimd a partir de una curva patrén que contenia
glucosa de 20 a 200 pg/uL. (ver Tabla I11).

TABLA I

Curva estandar de Glucosa

No. de Tubo | Antrona (mL) | Glucosa (uL) | Agua (uL) | Concentracion
Final (ng)
c? 1 0 600 0
1 1 100 500 25
2 1 200 400 50
3 1 300 300 75
4 1 400 100 100
5 1 600 0 150
FIAML 1 100 500 -
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6.6 Desarrollo de los Abscesos Hepaticos Producidos por Entamoeba histolytica.

Se anestesio a los ratones BALB/c de los 6 grupos (mencionados en el inciso:
Esquema de tratamiento) por via intraperitoneal, con una solucion de 0.032 g/mL |de
pentobarbital sodico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa
desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal.
Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 min, y con una duracion
aproximada de una hora. Se procedio a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y
se desinfectd el &rea operatoria con una solucion acuosa de cloruro de benzalconio
cloruro de benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después se coloc6é un campo estéril y
con tijeras se realizé una pequefia incisién en abdomen de 1.5 cm en la linea media, por
abajo del apéndice xifoides del esterndn, exponiendo el higado. Se inocul6 a cada ratén
con 5 x 10° amibas, suspendidas en 0.05 mL de medio PEHP basal, directamente en el
I6bulo ventral del higado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculacion se
hizo hemostasia en el punto de la inoculacion con gelfoam, esponja estéril hemostatica
(Upjohn), y se suturé la incisién, mediante surgete continuo con candado, abarcando los
planos peritoneal muscular y cutaneo, con seda estéril calibre 000 (Gonzélez-Garza,
M.T. et al. 1996). Los animales fueron puestos en jaulas de policarbonato y se les
proporciond comida y agua at libidum durante los primeros cuatro dias, después de este
tiempo se realiz6 una segunda laparotomia para verificar el desarrollo de los AH en

cada animal de cada grupo.

6.7 Desarrollo de los Abscesos Hepéticos Producidos por Listeria monocytogenes.

Se anestesiaron a los ratones BALB/c de los 6 grupos (mencionados en el inciso:
Esquema de tratamiento) por via intraperitoneal, con una soluciéon de 0.032 g/mL de
pentobarbital sodico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa
desechable de 1 mL y aguja calibre No. 25 en dosis de 3.2 mg/100g de peso corporal.
Con esta dosis se indujo una anestesia profunda en 10 min y con una duracion
aproximada de una hora. Se procedi6 a rasurar el vientre de cada uno de los 30 ratones y

se desinfecto el area operatoria con una solucion acuosa de cloruro de benzalconio al
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0.25 %. Inmediatamente después se colocé un campo estéril y con tijeras realizamos
una pequefia incision en abdomen de 1.5 cm en la linea media, por abajo del apéndice
xifoides del esternon, exponiendo el higado. Se inoculé a cada raton raton 5 x 10°
bacterias, suspendidas en 0.05 mL de PBS estéril, directamente en el 16bulo ventral del
higado, con una aguja calibre No. 25. Después de la inoculacion se hizo hemostasia en
el punto de la inoculacion con gelfoam, esponja estéril hemostatica (Upjohn), y se
suturé la incision, mediante surgete continuo con candado, abarcando los planos
peritoneal muscular y cutaneo, con seda estéril calibre 000 (Gonzalez-Garza, M.T. et al.
1996). Los animales fueron puestos en jaulas de policarbonato y se les proporciond
comida y agua at libidum durante los primeros cuatro dias, después de este tiempo se
realiz6 una segunda laparotomia para verificar el desarrollo de los AH en cada
animal.de cada grupo.

6.8 Esquema de Tratamiento.

Para el andlisis del desarrollo de AHA se formaron 6 grupos de 10 ratones cada
uno. Todos los ratones fueron inoculados intrahepaticamente con 5 x 10° trofozoitos 24
h antes de la inoculacion se inicié la administracion del factor inhibidor. Los grupos del
1 al 4 recibieron las siguientes dosis: 0 (Control), 1 y 5 pg del factor inhibidor (en 0.1
mL de solucién salina/g de peso corporal), respectivamente por via intraperitoneal. Los
grupos del 5 al 8 recibieron dosis similares (0,1 y 5 pg/g de peso corporal) por via

subcuténea.

Esquema de tratamiento: La primer dosis fue aplicada 24 h antes de la
inoculacidn intrahepética de los patdgenos. Las dosis subsiguientes fueron aplicadas 24,
48 y 72 h posteriores a la inoculacion de los patégenos. Los grupos control (1 y 5)
recibieron PBS. Para el andlisis del desarrollo de los AHL se siguié el mismo esquema
que el descrito para el desarrollo de los AHA, utilizando 5 x 10° bacterias para la
inoculacion intrahepatica en los ratones. Los AH fueron analizados 24 h después de la
ultima administracion del factor inhibidor, se realizé laparotomia exploratoria y se retiro

el higado de los ratones para su estudio histopatologico Fig. 8).
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Fig. 9. Laparatomia Exploratoria en un raton BALB/c

6.9 Analisis Histopatoldgico.

Para el analisis histopatoldgico de los higados de los ratones de todos los grupos
se realizé una biopsia hepatica laparoscépica, la cual esta indicada para la evaluacién de
dafio hepéatico por microorganismos patégenos. Las biopsias de los higados de cada uno
de los animales fueron fijadas con formol al 10%. Posteriormente se realizaron cortes de
la siguiente manera: Se colocaron trozos de tejido hepatico de 10 x 5 mm (biopsias) en
el procesador automatico de tejidos (Miles Scientific,lllinois, USA) (tiempo de
procesamiento 12 horas en cada bafio) por 45 minutos en cada paso de: etanol al 70% (2
pasos), etanol absoluto (2 pasos), xilol (3 pasos), parafina (2 pasos). Se obtuvieron
secciones (cortes) de 3- 4 micras por medio de un micrétomo digital (Leica, Lauderdale,
USA) . Estas fueron extendidas sobre laminillas y coloreadas con hematoxilina-eosina.
Las laminillas preparadas fueron analizadas por el Pat6logo experto para su diagndstico
histopatolégico.
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6.10 Andlisis Estadistico.

Los datos obtenidos para cada uno de los animales tanto de los grupos
experimentales como de los controles y de acuerdo con lo especificado en seccion de
Esquema de tratamiento, en la péagina anterior, fueron registrados en las hojas de
recoleccion de datos y posteriormente se almacenaron en el soporte magnético de un
ordenador PC Intel Celeron. A partir de los datos obtenidos se realizd un analisis
estadistico descriptivo (media, desviacion estandar y varianza), asi como un estudio
comparativo mediante la utilizacion de la prueba estadistica no paramétrica, U de Mann-
Whitney, la cual compara dos variables cuantitativas (medias) en los casos de variables
con distribucion no normal. En todos los casos se considerd que existia significancia
estadistica cuando el valor de p= 0.05. Las estimaciones con un intervalo de confianza
del 95% de probabilidad. La evaluacion estadistica de los datos se Ilevo a cabo mediante
el programa estadistico SPSS ® version 11.0 para Windows.

6.12 Consideraciones Eticas para el uso de Animales.

Las consideraciones éticas para el uso de los animales en el presente trabajo se
remitieron a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999,
ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE
LOS ANIMALES DE LABORATORIO. La cual se puede consultar en la siguiente
direccion: http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/NOM/062z00.pdf
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7. RESULTADOS

En trabajos previos nuestro grupo caracterizd parcialmente (Palacios-Corona et
al., 1999) la presencia del FIAML en el liquido de ascitis de ratones infectados con el
linfoma L5178Y, donde se encontré que aparentemente es una proteina que inhibe la
activacion de macréfagos in vitro (Palacios C, 1996, Tesis).

Con este cumulo de ideas, nuestro grupo esta interesado en encontrar si la
proteina presente en el linfoma L5178Y llamada FIAML permite que L. monocytogenes
y E. histolytica produzcan AH en ratones BALB/c ya que dichos ratones son resistentes

naturales hacia ambos microorganismos para producir AH.

Por lo anterior, se decidié adaptar un modelo de AH en ratones BALB/c en
nuestro laboratorio y explorar la posibilidad de que el FIAML pueda inducir la
proliferacion de este dafio.

7.1 Relacion temporal del crecimiento de la cepa HML1 de E. histolytica.
Como paso inicial, se obtuvieron los parametros de crecimiento (tiempo de

duplicacion, indculo y dias de incubacidn) necesarios para obtener cultivos creciendo en

la fase exponencial.
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Se incubd la cepa HM1 de E. histolytica a 37 °C. La Fig. 10 corresponde a una
curva tipica de crecimiento de la cepa HM1, en donde se observa una ausencia de la fase
Log de crecimiento. La funcion que encontramos en la fase exponencial corresponde a la
siguiente ecuacion:

Nudmero de amibas/mL = g0-03739(dias de incubacion) +(7.2838)

Correlacién con la recta r> = 0.96

A partir de esta ecuacion se determino el tiempo de duplicacion de 33.76 h y se
definio tanto el indculo (10° amibas/.05 mL) como los dias de cultivo (2 dias) necesario
para obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones

fisioldgicas.
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Fig. 10. Relacién temporal del crecimiento de la cepa HM1 de E. histolytica. En la
figura se muestra la densidad de los cultivos con un hematocitometro. Cada punto
corresponde a tres determinaciones independientes en tres ensayos diferentes. El

coeficiente de correlacion con la recta (r?) = 0.96; P< 0.001.
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7.2 Relacion Temporal del Crecimiento de L. monocitogenesis.

7.2.1 Obtenciéon del In6culo de Listeria monocytogenes para el Desarrollo del

Absceso Hepatico Experimental en Ratones BALB/c.

De las 5 diluciones cultivadas en agar sangre se encontr que la dilucién de 10 -3
presentd 100 UFC contenidas en 10 ul de PBS. Por lo tanto, el volumen requerido para

la inoculacion para cada uno de los animales fue de 5X10° UFC/50 ul (Tabla IV).

TABLA IV
Obtencion del indculo de Listeria monocytogenes para el desarrollo del AHE en
ratones BALB/c.

Concentracion Volumen UFC
bacteriana® de siembra (XP)
(mL)
0.5 McF? 0.010 3 x 108
101 0.010 ND(1)
10 2 0.010 ND(I)
103 0.010 102
10+ 0.010 3
10°° 0.010 0

La dilucion 107 resultd ser la dilucion precisa para el inoculo de cada uno de los
animales.

UFC: Unidad Formadora de Colonia

ND(I): No Determinada (Incontables)

2 Este tubo corresponde a una cantidad de 3 x 108 UFP de L. monocytogenes

b Cada punto corresponde a tres experimentos independientes y tres determinaciones en

cada experimento.
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7.3 Efecto de la Inhibicién de la Activacion in vivo de los Macrdéfagos.

Para esto se utilizaron dos microorganismos patogenos capaces de producir AH

como son E. histolytica y L. monocitogenensis.

7.3.1 Entamoeba. Histolytica.

Se desarrollé y probo6 el modelo de la produccion de AH en ratones de la cepa
BALBI/c en presencia de E. histolytica cuya cepa fue pasada tres veces por higado de
hamster para tener la certeza que produjera abscesos amibianos. Cuando se realizaron
estos experimentos se obtuvieron los resultados esperados: la ausencia de abscesos en
los higados de los ratones, ya que este tipo de ratones presenta un sistema inmunolégico

bastante activo que impide la proliferacion de las amibas en el higado.

Una vez probado el modelo experimental se procedio a determinar si el FIAML
inyectado por via intraperitonal o subcutadnea podria inhibir la activacion de los
macréfagos (o deprimir el sistema inmune de los ratones) y esto favoreciese la
proliferacion de las amibas en el higado produciendo un absceso en ellos. Cuando se
realizaron los experimentos se encontré que por ambas vias de inoculacion del FIAML
en los ratones, las amibas proliferaron vigorosamente en los Iébulos de los higados de
los ratones y se produjeron AH usando dosis tan bajas del FIAML tales como 1 pg/g de
peso del ratdn (Fig. 11). En los ratones controles a los cuales solo se les administré PBS
no fueron observados AH como se muestra en la Fig. 11. Ademas se cuantificaron los
dafios producidos por las amibas en los abscesos. En la tabla VI se muestran los
resultados donde se encuentra que no existen diferencias entre los animales del grupo
control, es decir los que no recibieron el inhibidor y los animales del grupo que fueron
inoculados con PBS e inoculados ambos grupos con el microorganismo patégeno, en
ambos casos no se observo el desarrollo de AHE. Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas con una P > de 0.05 (IC de 95%) entre los animales a los que
se les inyecto la dosis de 1 pg/g de peso y la dosis de 5 pg/g de peso tanto por la via
subcutanea como por la via peritoneal (Tablas VI y VII). Tampoco se observaron
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diferencias significativas (P > 0.05, IC de 95%) al comparar el efecto del inhibidor para
producir AHE por las diferentes vias de administracion (subcutanea e intraperitoneal)
(Tablas VIy VII).

Fig. 11. Abscesos Hepéaticos Amibianos en ratones BALB/c. A) Gpo.
Experimental (1 pg de FIAML/g de peso corporal). Se observa un absceso hepatico

amibiano.  B) Gpo. Control. No se observa absceso hepatico amibiano.
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TABLA YV

Comparacion de los AHE con E. histolytica administrada por via intrapertoneal.

No. de No. de grupo experimental
animal
| I i

Dosis de FIAML (ug/g peso corporal)

0@ 1 5

- (mm) (mm)
1 - 12 11
2 - 15 15
3 - 11 15
4 - 11 15
5 - 15 11
6 - 12 12
7 - 14 12
8 - 11 11
9 - 13 12
10 - 14 15

X 12.80 12.90

DE 1.61 1.85

Se muestran las medidas de los didametros en mm de los abscesos hepaticos producidos
en los ratones BALB/c por E. histolytica
a: Grupo de ratones a los que no se les administré FIAML(grupo control)

X=promedio
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TABLA VI

Comparacion de los AHE con E. histolytica administrada por via subcutanea.

No. de No. de grupo experimental
animal
I I i

Dosis de FIAML (ug/g peso corporal)

1 0 12 11
2 - 10 14
3 - 11 14
4 - 13 15
5 - 14 15
6 - 15 11
7 - 15 10
8 - 12 16
9 - 10 12
10 - 11 10
X 12.30 12.80
DE 1.88 2.25

Se muestran las medidas de los didmetros en mm de los abscesos hepaticos en ratones
BALB/c producidos por E. histolytica

2 Grupo de ratones a los que no se les administré FIAML(grupo control)

X= promedio



7.3.2 Listeria monocytogenes.

El siguiente paso fue determinar el efecto de inhibicion del FIAML sobre la
presencia 0 ausencia de AH usando la bacteria L. monocytogenes. Cuando se probo la
produccion de abscesos con L. monocytogenes, se encontré que estas bacterias
produjeron AH en los higados de los ratones en forma similar que las amibas, pero con
menos didmetro usando dosis tan bajas como 1ug/g del FIAML (Fig.. 12). Ademas, no
se encontrd ninguna diferencia entre las vias de administracion del FIAML en los
ratones, intraperitoneal o subcutanea, ya que fue igual la produccion de los abscesos por
ambas vias. Por otro lado, en el grupo control, el cual fue inoculado con L.
monocytogenes pero no con FIAML sino con PBS, no desarrolld los abscesos como se
ilustra en la Flg. 12. Los animales de los grupos tratados con FIAML sin L.
monocytogenes no mostraron infeccion adicional al final de los experimentos. También
se observo que los animales inoculados con L. monocytogenes y administrados con el

FIAML mostraron inflamacion intestinal ademas del AH (datos no mostrados).

Se cuantificaron los dafios producidos por L. monocytogenes en los abscesos. En
la tabla VI se muestran los resultados donde se encuentra que no existen diferencias
entre los animales del grupo control, es decir los que no recibieron el inhibidor y los
animales del grupo que fueron inoculados con PBS e inoculados ambos grupos con el
microorganismo patdgeno, en ambos casos no se observé el desarrollo de AHE. Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas con una P > de 0.05 (IC de 95%) entre
los animales a los que se les inyectd la dosis de 1 pg/g de peso y la dosis de 5 pg/g de
peso tanto por la via. subcutdnea como por la via peritoneal. Tampoco se observaron
diferencias significativas (P > 0.05, IC de 95%) al comparar el efecto del inhibidor para
producir AHE por las diferentes vias de administracion (subcutanea e intraperitoneal)
(Tabla VI 'y VII).
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Fig. 12. Abscesos Hepaticos Pidgenos en ratones BALB/c. A) Gpo. Experimental
(1 pg de FIAML/g de peso corporal). Se observa un absceso hepatico pidgeno.

B) Gpo. Control. No se observa absceso hepatico piégeno.

Por otra parte, los animales inoculados con L monocytogenes y los tratados con
el FIAML mostraron la formacion del absceso en el area de la inoculacion. Muchos
hepatocitos fueron destruidos, y se presento tejido fino necrotico rodeado por infiltrados
inflamatorios en el parénquima hepético adyacente (Fig. 13).
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Fig. 13. Vista microscopica de los higados de ratones BALB/c 4 dias después de la
inoculacion con L. monocytogenes. A) Higado de ratdn inoculado via subcutanea con
PBS; se muestra una inflamacion minima en el infiltrado. B) Lesion en el sitio de
inoculacion de un higado de raton inoculado subcutaneamente con FIAML, se observa

tejido necrético rodeado de infiltrado inflamatorio.
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TABLA VII

Comparacion de los AHE con L monocytogenes administrada por via

intraperitoneal.

No. de No. de grupo experimental

animal | | i

Dosis de FIAML (ug/g peso corporal)

0 1 5

- (mm) (mm)
1 - 7 6
2 - 8 8
3 - 5 6
4 - 7 9
5 - 8 7
6 - 7 5
7 - 8 6
8 - 5 4
9 - 8 8
10 - 8 6

X - 7.10 6.50

DE - 1.197 1.509

Se muestran las medidas de los didmetros en mm de los abscesos hepaticos en ratones
BALBI/c producidos por L monocytogenes

2 Grupo de ratones a los que no se les administr6 FIAML (grupo control)

X= promedio



TABLA VIII

Comparacion de los AHE con L monocytogenes administrada por via subcuténea.

No. de No. de grupo experimental

animal I 1 i

Dosis de FIAML (ug/g peso corporal)

0 1 5

- (mm) (mm)
1 - 7 8
2 - 5 5
3 - 4 9
4 - 8 6
5 - 8 4
6 - 7 8
7 - 6 6
8 - 6 7
9 - 4 7
10 - 8 7

X 7.10 6.70

DE 1.197 2.23

Se muestran las medidas de los diametros en mm de los abscesos hepaticos en ratones
BALB/c producidos por L monocytogenes
@ : Grupo de ratones a los que no se les administré FIAML (grupo control)

X=Promedio

El FIAML es un glicopéptido con un peso molecular aparente menor de 10 kDa

capaz de inducir una depresion inmunologica.
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8. DISCUSION

El sistema inmune de los vertebrados superiores estd compuesto por una variedad
de células morfoldgica y funcionalmente diferentes, que se diferencian a partir de células
primordiales pluripotenciales. Todos estos tipos celulares ejercen funciones diferentes,
interaccionando constantemente entre si. Estas interacciones pueden estar mediadas por
contacto célula a célula o a través de factores solubles que ejercen su funcion en células
con receptores especificos. El sistema inmune humano, tiene como funcién principal
defender al cuerpo de sustancias consideradas extrafias o no habituales que podrian
causar dafio y que se denominan antigenos, ya sean solubles o particulados presentes en
los microorganismos patégenos como los virus, las bacterias y los parasitos unicelulares
y pluricelulares. Las células del sistema de defensa se producen en la médula dsea y
migran hacia los Organos especializados donde maduran y se convierten en células
especializadas de defensa. Una ves diferenciadas estas células responden a un estimulo
por los microorganismos patdgenos y se vuelven agresivas activandose cuando el cuerpo

es amenazado por dichos microorganismos (Abbas A et al., 2004).

Se sabe que actualmente uno de los mayores retos de la Inmunologia es el
desarrollo de inmunoterapias que protejan al paciente contra la infeccion o que modulen
los efectos de la respuesta inmune inducida por los agentes patdgenos o moléculas
extrafas (Sanchez de la Rosa E y Rodriguez Hernandez N, 2001). Para dilucidar estos
mecanismos se requiere de la utilizacion de modelos animales que sean extrapolables a

los mecanismos de la respuesta inmune contra microorganismos patdogenos en el
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humano. En la basqueda de los modelos experimentales se observd que los ratones
BALB/c presentan una resistencia innata a la infeccion por E histolytica asi como a la
infeccion por L. monocytogenes (Rivero-Nava L y col., 1997 y Ghadirian E y Kogshavn
PAL. 1984, Schutheis RJ y Keams RJ 1990, Portnoy DA y col, 1992) Nuestros
resultados mostraron que el modelo desarrollado en esta tesis utiizando ratones BALB/c
inmunocompetentes resultdé ser un sistema idoneo para analizar algunos aspectos de
inmunoresistencia durante la infeccion de E. histolytica y L. monocytogenes. Lo anterior
debido a que el FIAML es capaz de inhibir al sistema inmune de los ratones permitiendo
el desarrollo de los AH producidos por los microorganismos patdégenos E. histolytica y

L. monocytogenes.

Refiriéndonos al patdgeno extracelular, E. histolytica, este microorganismo es
causante de la amibiasis, enfermedad de distribucion mundial. Se estima que infecta
alrededor de 500 millones de personas anualmente y que de ellas 110 000 mueren por
complicaciones causadas por este agente. EI 1 % de las personas infectadas pueden
desarrollar patologias potencialmente fatales como la colitis amibiana fulminante o el
AHA (Walsh JA 1986). EI AHA es resultado de la invasion al higado por E. histolytica
desde un foco intestinal; en la mayoria de los casos existe s6lo un absceso localizado
generalmente en el I6bulo hepéatico derecho, el cual recibe la mayor parte de la
circulacion portal (Thompson JE y cols, 1985). La morbilidad y la mortalidad no han
cambiado en la Ultima década a pesar de la quimioterapia antiamebiana efectiva
disponible, en gran parte por précticas de higiene inapropiadas en regiones donde la
prevalencia es alta (Campbell D y cols, 1997, Stanley, Sy col, 2001, Salles J y cols,
2003, y WHO 1985). En la patogenesis del AHA, los trofozoitos de E. histolytica
pueden invadir la mucosa del colon dependiendo de su perfil genético e
inmunoenzimatico (Bruchhaus | y cols, 2002). Al ingresar al sistema porta produciendo
enzimas proteoliticas y haciéndose resistentes a la lisis por el complemento producen
infeccion extraintestinal, es mas frecuente a nivel hepatico, en especial en el I6bulo
derecho, donde la mayoria de los parasitos seran lisados, sin embargo, algunos
sobreviven y desarrollan su actividad histolitica, generando trombosis y microabscesos

que posteriormente progresan en tamafo. En los Gltimos afios, las técnicas de genética
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molecular y los nuevos modelos de experimentacion han ensefiado mucho acerca de la
patogénesis de la amibiasis, pero a pesar de su importancia, persisten interrogantes
acerca de la respuesta inmune frente a la infeccion por este parasito (Stanley, S.y cols,
2001). Nosotros demostramos que el FIAML indujo un estado de inmunosupresién en el
modelo murino que desarrollamos en esta tesis, lo cual puede contribuir de manera
importante en el estudio de los mecanismos de la respuesta inmune por macréfagos
hacia E. histolytica, por ejemplo analizar el mecanismo de escape de E. histolytica a la
respuesta inmune ya que la invasion tisular por la E. histolytica induce supresion de la
respuesta inmune celular y a pesar de la infiltracion de células inflamatorias la amiba
prolifera en el absceso hepético. La sobrevivencia de los trofozoitos puede ser
favorecida por el desarrollo de un estado transitorio de inmunosupresion, asociado con
la amibiasis hepatica y demostrada a nivel celular por deficiencias en la funcion de

macréfagos.

La modulacion de la funcion de los macrofagos es multifactorial, tienen gran
actividad amebicida cuando son activados in vitro por INF y, TNF o, LPS y factor
estimulante de colonias 1 (FEC-1) y en la infeccion por E. histolytica se asocia con
alteracion en su funcién (Campbell D y cols, 1997), la amiba patdgena causa lisis directa
de los macrdfagos y otras células. Dada la importancia de los macrofagos en la respuesta
inmune contra E. histolytica, podriamos sugerir con nuestros resultados que el FIAML
inhibe la produccién de NO en los ratones BALB/c, de tal forma que la amiba puede

proliferar ante la presencia de macréfagos inmunosuprimidos que no producen NO.

Por otro lado, el grupo de Campbell D, demostré que los macréfagos son
importantes en el mecanismo de respuesta en contra de E histolytica pero sugieren
analizar el papel de los Linfocitos T durante la infeccion y la respuesta a proteinas
solubles de la amiba in vitro y mencionan que muchos de estos mecanismos continian
en investigacion (Campbell D y cols, 1997). Actualmente no tenemos evidencias
suficientes para probar que el FIAML tiene actividad en otras células del sistema
inmune. Sin embargo, en nuestro laboratorio hemos demostrado que los linfocitos

humanos, incubados con el FIAML, no fueron afectados en su habilidad para responder
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hacia un estimulo con PHA (Datos no mostrados). Sin embargo, otras células
inmunologicas como los neutréfilos o células polimorfonucleares pudieran también ser
afectadas por el FIAML.

Varios estudios in vivo e in vitro han evidenciado alteracion en la funcion
efectora y accesoria de los macréfagos, los cuales se vuelven refractarios a la activacion
por INF vy y LPS, esta reducida la habilidad para presentar antigenos a linfocitos T por
disminucion en la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad Clase I,
aumento en la produccion de metabolitos del &cido araquidonico principalmente la
prostaglandina E2, leucotrienos C4 y B4 que disminuyen la produccion de proteinas y
promueven la formacion de granulomas, defectos en la produccién de interleucinas y
TNF o (necesarios para la formacion de oxido nitrico, activaciéon de granulocitos,

fibroblastos, macréfagos y adherencia y migraciéon de neutréfilos), modulacion en la

produccién de metabolitos oxidativos (H,O 02') y no oxidativos (NO) e inefectividad

»
en la lisis amibiana (Campbell D et al, 1997). Esta supresion en la funciéon del
macréfago ocurre en la poblacion préxima al absceso, pues la poblacién periférica no se
encuentra afectada, lo cual sugiere que es un evento local relacionado con exposicién
directa a la amiba o sus productos (Campbell D et al, 1997, Espinosa-Cantellano M et al,
2002). La nueva proposicion de esta investigacion es analizar si la accion
inmunosupresora del FIAML en macrofagos esta relacioada con el aumneto de
metabolitos del acido araquidonico como la PG2 que promuevan el desarrollo de los AH
por E. histolytica, causando una disminucion en la produccion de proteinas, con la
disminucion de produccion de interleucinas necesarias para la formacion de NO,
nosotros hemos demostrado en un trabajo realizado en nuestro laboratorio que los
mcréfagos son inhibidos en su produccion de NO en condiciones in vitro lo cual nos
Ileva a pensar que en condiciones in vivo, el FIAML pudiera tener un efecto similar en
los macrofagos peritoneales de ratones inmunocompetentes infectados con trofozoitos de

E. histolytica.
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En un reporte de caso de maltiples episodios de AHA en un paciente durante un
periodo de 4 afios, se encontraron alteraciones en la produccién de IOR, mecanismo
importante de resistencia por parte de los macrofagos. Aunque aun no hemos
demostrado si el FIAML afecta la produccion de IOR, hemos demostrado en trabajos
anteriores que el FIAML inhibe la produccién de INR en macrofagos peritneales
murinos activados con LPS. Estudios realizados por otros grupos de investigadores
corroboraron la evidencia, de que los INR contribuyen a la habilidad de los macréfagos
murinos activados de inhibir a patdgenos extracelulares como E. histolytica (Denis et al,
1992.). Es de gran interés conocer si esta funcién es similar en macrofagos humanos
infectados con trofozoitos de E. histolytica, lo cual es sugerible al demostrar en este
estudio que el FIAML produjo AH en ratones inmunocompetentes proablemente
inhibiendo la produccién de INR por los macréfagos. Esta idea es apoyada por el trabajo
realizado por Moran y cols, quienes demostraron que la depresién de la actividad de
macrdfagos inducida por silica o por suero anti-macrdfagos incrementa la severidad del
AHA (Moran P y cols, 2002). En este mismo sentido nosotros podemos sugerir que el
FIAML fue capaz de inhibir a los macréfagos, en condiciones in vivo, provocando el
desarrollo de abscesos hepéticos amibianos en los ratones inmunocompetentes. Por
consiguiente, estos datos apoyan el importante papel de los macréfagos en el rechazo del
desarrollo de abscesos hepaticos producidos por microorganismos patdgenos y sugiere

que la produccion de NO esta involucrada en este proceso.

Experimentos in vitro, han demostrado el papel de diversas citoquinas (INF vy
TNF a y B, FEC-1, IL-2 y otras) en la activacion de macréfagos y neutrofilos para
destruir a E. histolytica. De igual forma, se ha encontrado que el NO favorece la
resistencia del hepatocito frente a la apoptosis inducida por el parasito, también estimula
la regeneracion hepética y ocasiona la destruccidon del parasito, ésta se considera la
principal molécula implicada en la citotoxicidad mediada por los macrofagos frente al
trofozoito (Espinosa-Cantellano M et al, 2002 y Seydel K et al, 2000). EI TNF-aq,
producido por macréfagos activados, actia en forma autocrina aumentando la
citotoxicidad contra el parasito al elevar la expresion genética de la iINOS (Campbell D

et al, 1997). Como lo hemos menionado, en un trabajo previo realizado por nuestro
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grupo encontramos mediante experimentos in vitro que el FIAML inhibe la activacién
de los macrofagos estimulados con LPS, aunque no por IFN-y, inhibiendo totalmente la
produccion de NO por los macréfagos. Este hecho nos llevo a pensar que el FIAML
también pudiera estar afectando la produccion de NO en un sistema in vivo. Nosotros
pudimos demostrar que el FIAML provocO inmunosupresion en los ratones BALBI/c,
haciendolos susceptibles a la infeccion por E histolytica. Con estos resultados
concordamos con los resultados encontrados por otros grupos de investigadores.

En la actualidad se desconoce la identidad de las moléculas amibianas
involucradas en la modulacion de la respuesta inmune del huésped. Los receptores y la
interaccion con estos, las vias de transduccion que son usadas y los elementos de
regulacion genética deben ser elucidados y es probable que mas de una molécula se
encuentre involucrada. La lectina de adhesion y la proteina rica en serina de la E.
histolytica tienen efectos inmunoprotectores mas que inmunosupresores (Campbell D y
cols, 1997). De acuerdo con lo anterior, corroboramos que el modelo murino de ratones
inmunosuprimidos inmunizados con el FIAML puede contribuir de manera importante
en el esclarecimiento de dichos mecanismos actualmente desconocidos en el proceso de

infeccion de E histolytica.

Se ha observado que el pretratamiento con TGF-3 estimula a los macrofagos de
médula dsea para incrementar la citotoxicidad contra los trofozoitos de E. histolytica
(Lin JY y cols, 1994). Como lo mencionamos en los antecedentes de esta tesis, el TGF-$3
es un inhibidor de la activacion de los macrofagos. EI TGF-B (Jes capaz de inhibir la
expresion de iNOS inducida por los LPS o la expresion de citocinas pro-inflamatorias,
aunque en estos casos los mecanismos de accion son menos descritos hasta ahora (Imai
et al., 2000; Werner et al., 2000). En base a nuestros resultados podriamos suponer que
el FIAML presenta un comportamiento muy similar a esta citosina., sugiriendo que el
pretratamiento con el FIAML pudiera estimular a los macréfagos murinos para

incrementar la citotoxicidad contra los trofozoitos de E. histolytica.
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Tutsumi y cols, demostraron que la produccién de NO por los macréfagos
generada por el estimulo por IFN y se suprime durante la infeccion, mientras que la
respuesta de los macrofagos hacia la infeccion cuando son estimulados por LPS, no se
vio afectada (Tsutsumi, 1988). Nuestros resultados mostraron un comportamiento
totalmente contrario a estos resultados ya que los macrofagos estimulados por LPS son
inhibidos en su produccién de NO no siendo asi con IFN v, lo cual nos sugiere que el
mecanismo de accion del FIAML es diferente en los ratones BALB/c aun tratdndose de
el mismo patdgeno extracelular. Nosotros sugerimos que es posible que exista una
respuesta diferencial importante por parte de los macrofagos hacia los antigenos de
protozoarios parasitos, donde el NO juega un papel importante en el rechazo hacia la
infeccion.inhibitoria de la produccion de NO en macréfagos murinos estimulados con

LPS pero no con IFN-y.

Por lo que respecta a L. monocytogenes, es un patdgeno intracelular que produce
la enfermedad Ilamada listeriosis invasiva, con una amplia distribucién en la naturaleza.
En los ultimos 20 afios, L. monocytogenes ha pasado de ser el agente causal de una
enfermedad infecciosa de importancia limitada a uno de los microorganismos
responsables de zoonosis tipicos transmitidos por alimentos y de mayor interés para las
autoridades de salud publica y la industria de alimentos. Es importante el conocimiento
sobre parasitismo intracelular practicado por esta bacteria, los determinantes
moleculares responsables de las principales etapas de su ciclo de vida dentro de la célula
hospedero, la fisiopatologia de la listeriosis, manifestaciones clinicas y el tratamiento en
las poblaciones de riesgo.

La investigacion de la fisiopatologia de listeriosis requiere de un modelo animal
en el cual el agente infeccioso pueda manifestar el mismo tropismo celular y tisular que
en humanos; modelo en el que se observen los mismos efectos directos e indirectos que
causan los dafios inmunopatoldgicos (Lecuit 2002). Existen dos estrategias para
establecer un modelo para el estudio de la listeriosis: La primera es identificar una
especie animal en la cual la interaccion ligando-receptor sea especifica y similar al

humano. La segunda es generar un animal modificado genéticamente (transgénico),
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generalmente un ratén en el que se pueda establecer la infeccion (Lecuit 2002). Nuestros
resultados mostraron que el FIAML provoc6 inmunodepresién en los ratones BALB/c lo
que permitio la infeccién por L. monocytogenes, lo cual hace al modelo murino utilizado
en esta tesis idéneo para el estudio de los mecanismos de infeccion por L.
monocytogenes. El modelo implementado en esta teisis es similar al modelo propuesto
por Lecuit para el estudio de la infeccion por L. monocytogenes.

Existen diferentes estudios que definen la funcion de los macréfagos en contra de
de L. monocytogenes, que contribuyen al progreso de estas nuevas estrategias en la
manipulacion de la respuesta inmune (Gregory SH et al, 1993; Boockvar KS et al 1994;
Beckerman KP et al, 1993). Recientes estudios han demostrado que los macrofagos
juegan un papel primordial en la defensa contra las infecciones provocadas por L.
monocytogenes, lo cual se ha observado en macréfagos murinos (Haschtmann y cols,
2005, Ito S y cols, 2005). Ellos mostraron que los macréfagos peritoneales murinos son
capaces de matar a L. monocytogenes dentro de hepatocitos infectados, hecho que los
hace suponer, que esta actividad es un nuevo papel citotdéxico de los macréfagos como
parte de la defensa del huésped en la fase temprana contra la infeccion por la bacteria
intracelular facultativa y en monocitos humanos, en donde reportan que (TNF)-
relacionado a 2" (LIGHT) incremeta los niveles de fagocitosis de los macro6fagos en
contra de L monocytogenes ((Marion S y cols., 2005, Vohra H y cols, 2003, Heo SK y
cols, 2005, y Ventura-Judrez y cols, 2003). Estos antecedentes demuestran que los
macrofagos como células principales de defensa tienen la capacidad de participar
activamente ante diferentes estimulos de tipo infeccioso. Nuestros resultados apoyan
idoneamente  estas investigaciones Yya que encontramos que los ratones
inmunocompetentes son capaces de suprimir Su respuesta inmune hacia L.
monocytogenes cuando son expuestos con el FIAML, lo que nos hace suponer que los
macrofagos se ven afectados en su produccion de NO, hecho que permte a L.
monocytogenes infectar a los hepatocitos murinos. Ademas este resultado es apoyado
por Lecuit y su grupo quienes disefiaron un raton transgénico para evaluar el papel de la
interaccion internalina-E caderina en la habilidad de L. monocytogenes para cruzar la

barrera intestinal (Lecuit 2001). Tambien Ebe y cols, concuerdan con nuestrs resultados
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al encontrar en sus experimentos de deplecion del sistema inmune “in vivo ” que los
macrofagos residentes destruyen la mayoria de bacterias ingeridas, lo que resulta en la
disminucion del tamafio de la poblacion bacteriana, durante las primeras 6 horas de
infeccion (Ebe y cols, 1999). Anteriormente demosramos que los macréfagos murinos
en cultivo no producen NO cuando son estimulados con LPS vy retados con el FIAML,
en condiciones in vivo. ElI FIAML es capaz de inhibir la respuesta inmune de ratones
inmunocompetentes lo cual sugiere nuevamente que los macrogafos se enuentran
afectados por el inhibidor demostrando con esto el papel importante en el mecanismo de

deensa contra la infeccidn por bacterias intracelulares como es L. monocytogenes.

Blanot y cols, utilizaron modelos de raton y rata para analizar los factores de
virulencia de L. monocytogenes que presentan homologia con el humano. Ademas de
que en roedores se ha estudiado experimentalmente la tromboencefalitis por L.
monocytogenes (Blanot y cols, 1997). De acuerdo con este esquema podriamos sugerir
la utilizacion del modelo desarrollado en este trabajo de tesis para el seguimiento de la
respuesta inmune de los ratones BALB/c en otros procesos infecciosos provocados por

la bacteria intracelular, L. monocytogenes.

La microscopia electrénica de tejido hepatico de ratones infectados sugiere que
L. monocytogenes desarrolla completamente el ciclo infeccioso intracelular en los
hepatocitos (Gaillard y cols, 1996). El paso de hepatocito a hepatocito conduce a la
formacion de un foco infeccioso en el que L. monocytogenes se disemina a través del
parénquima hepatico sin entrar en contacto con los efectores humorales del sistema
inmune; lo que pudiera explicar por qué los anticuerpos no son importantes en la
inmunidad anti-Listeria (Edelson et al., 1999). Durante las etapas tempranas de
colonizacion hepatica, los polimorfonucleares son reclutados en los sitios de infeccion,
en respuesta a la liberacion de quimioatractantes por parte de los hepatocitos, formando
microabscesos (Rogers et al., 1996). Los ratones BALB/c son resistentes naturales a la
formacion de abscesos por L. monocytogenes. En este trabajo de tesis, la administracion
del FIAML en estos ratones los inmunosuprimio, de tal forma que L. monocytogenes
desarrollo abscesos hepéticos en los lobulos hepaticos en dichos ratones. Nuestros
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resultados mostraron que en los cortes histoldgicos de ratones infectados con la bacteria
se observo tejido necrotico rodeado de infiltrado inflamatorio, lo cual corresponde con lo

encontrado por otros autores.

Se conoce que los macrdfagos estan involucrados en el reconocimiento y
subsiguiente eliminacion de las bacterias intracelulares, como lo es L. monocytogenes.
Al respecto, varios investigadores, mostraron que la resolucion de las infecciones en la
cavidad peritoneal es temporalmente retardada por el reclutamiento de los macréfagos y
que la inhibicion del reclutamiento de los macréfagos en el desarrollo tumoral esta
asociada con el incremento en la mortalidad por listeriosis (Gahan y cols, 1997).
Mientras, Yang y cols demostraron en un estudio realizado en ratas, que la exposicion a
particulas extraidas de diesel (DEP) hacia los macréfagos disminuyé la capacidad de
estas células inmunolégicas de producir oxidantes antimicrobianos en respuesta a L.
monocytogenes y de esta forma se incrementa la susceptibilidad a la infeccion pulmonar
en las ratas (Yang y cols, 2001). Es interesante notar que la disminucion de la
produccién de NO y el incremento en la susceptibilidad hacia infecciones pulmonares
por bacterias esta asociado con la edad avanzada (Antonini JM y cols, 2001). Fehr T 'y
su grupo realizaron un estudio con ratas normales, demostrando que la invasion por
bacterias esta asociada al reclutamiento y subsiguiente desaparicion de los macrofagos
que expresan las enzimas INOS y la nitrotirosina, lo cual es un indicador de la
produccion de NO (Fehr T y cols, 1997). El tratamiento con un inhibidor selectivo de la
INOS, la L-N(6) (1-iminoethyl)-lysina (L-NIL), incremento la mortalidad en ratas, lo
que sugiere que el NO posee un efecto protector en la meningoencefalitis listérica en
ratas (Remer KA y cols, 2001). Nuestros resultados apoyan a estos grupos de
investigacion ya que demostramos que el FIAML inhibe la respuesta inmune de los
ratones inmunocompetentes hacia la infeccion por L monocytogenes cuando estos
ratones se exponen al FIAML, por lo que podemos sugerir que el FIAML afecta a los
macrofagos involucrados en la defensa contra la infecciébn no solo por parasitos

extracelulares sino también por bacterias intracelulares como lo es L. monocytogenes.
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L. monocytogenes ademas de ser un paradigma para la investigacion
inmunologica se ha convertido en sistema modelo apropiado para el analisis de los
mecanismos del parasitismo intracelular de otras bacterias. Investigadores en el area de
la Inmunologia se interesaron en este microorganismo cuando se reconocié el riesgo que
representaba para la salud puablica y la seguridad en la industria de alimentos. Desde
mediados de los anos 80’s se ha investigado la Biologia Molecular de los marcadores de
virulencia de este microorganismo, la Biologia Celular de las interacciones de los
marcadores de virulencia con los receptores de la célula hospedero y los mecanismos de
inmunidad mediada por células del hospedero (Shen y cols, 1998). A pesar de todos los
estudios que se conocen sobre el mecanismo de accion de los macrdéfagos en contra de L
monocytogenes, aun no se ha esclarecido como es que los macréfagos eliminan a los
parasitos intracelulares. El descubrimiento de la especificidad por el hospedero y la
elucidacion del mecanismo de patogenia, ha conducido a la generacion de ratones que
sirvan de modelo de estudio. Nuestros resultados mostraron que el modelo
implementado en esta tesis utilizando ratones BALB/c pudiera ser considerado para el
estudio de los mecanismos que aun no se esclarecen en el ambito de la respuesta inmune

hacia L. monocytogenes

Se cree que la generacion durante la ruptura oxidativa de IOR, la interaccion del
anion superdxido y el NO y los INR realizan un papel importante. Datos experimentales
“in vitro” sugieren que ROI y RNI contribuyen significativamente a la muerte de L.
monocytogenes mediada por macréfagos (Ohya et al., 1998a; Ohya et al., 1998b). El
hierro es requerido para las reacciones cataliticas que conducen a la generaciéon de IOR y
INR, y la correcta homeostasis intracelular de este elemento ha sido reportada como
esencial para tener una adecuada actividad listericida de los macréfagos (Fleming 1997).
El hecho de conocer que el FIAML inhibe la produccién de INR apoya la idea de que el
FIAML en condiciones in vivo pudiera estar inhibiendo la produccion de INR por los
macrofagos murinos de ratones inmunocompetentes, lo cual es congruente con los

resultados obtenidos por Ohya y Fleming.
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La catalasa y la superdxido dismutasa (SOD) son enzimas producidas por L.
monocytogenes para detoxificar los radicales endogenos de oxigeno libres, generados
durante el metabolismo oxidativo, lo cual es importante para contrarrestar el mecanismo
microbicida dependiente de oxigeno del hospedero, durante la infeccién (Haas 1993;
Miller 1997). Otros mecanismos microbicidas como enzimas lisosomales, defensinas y
péptidos antimicrobianos citosélicos son fundamentales para la defensa del hospedero
con la infeccién listerial (Hiemstra et al., 1999; Shiloh et al., 1999). Actualmente
nosotros desconocemos si el FIAML es capaz de inhibir la produccion de otros
mediadores producidos por los macrofagos involucrados en el proceso infeccioso por L.
monocytogenes, lo que sugiere un analisis posterior de dichos mecanismos mediante la

utilizacion del modelo desarrollado en este trabajo de tesis.

Nuestros resultados nos demuestran que el FIAML es un glicopéptido que
permite el desarrollo de abscesos hepaticos provocados por L monocutogenes, bacteria
intracelular. Los abscesos hepaticos producidos por L monocutogenes, no fueron
observados en los ratones normales. Estos descubrimientos apoyan la idea de que la
sintesis de NO por los macréfagos juega un papel significativo en la prevencion de la
infeccion por L monocytogenes y ademas sugiere que la inhibicion de las funciones de
los macrofagos y la inhibicion de la sintesis del NO son los principales mecanismos de
accion del FIAML no solo en parasitos extracelulares como E histolytica, sino también

en bacterias intracelulares como L. monocytogenes.

De acuerdo a lo evidenciado en este estudio el FIAML es un inmunomodulador
capaz de inducir una depresion sistémica de los macréfagos, dicha condicion puede ser
una herramienta util en la investigaciéon contribuyendo en diferentes areas entre las que
se pueden mencionar la tolerancia o resistencia a las infecciones, trasplantes y

crecimiento tumoral.
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Las evidencias en esta tesis demuestran que el FIAML es un potente inhibidor de
la activacion de los macrofagos y de esta manera y en ausencia de que indique otro nivel

de accidn sugiere que estas moléculas estan involucradas en dicho mecanismo.

74



9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1) Se confirmo la resistencia natural por la ausencia de abscesos hepaticos en los ratones

BALB/c contra la infeccion por Listeria monocytogenes

2) Se confirmo la resistencia natural por la ausencia de abscesos hepéticos en los ratones

BALB/c contra la infeccion por Entamoeba histolytica

3) Se demostr6 que la administracion del Factor Inhibidor de la Activacion de los
Macrofagos de Linfoma en animales inmunocompetentes infectados con Entamoeba

histolytica permitio el desarrollo de abscesos hepaticos experimentales.
4) Se demostré que la administracion del Factor Inhibidor de la Activacion de los

Macrofagos de Linfoma en animales inmunocompetentes infectados con L.

monocytogenes permitio el desarrollo de abscesos hepaticos experimentales.
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RECOMENDACIONES

Nuestro grupo sugiere que el siguiente paso en el area de investigacion con el
Factor Inhibidor de la Activacion de los Macrofagos de Linfoma murino: es purificar a
homogeneidad de la o las moléculas responsables del efecto inhibitorio. Ya que una ves
purificado podremos obtener su secuencia total por medio de métodos moleculares.

Ademas se recomienda la obtencidn de anticuerpos especificos contra la o las
moléculas responsables de la inhibicién para intentar la disminucién del crecimiento del

linfoma en los ratones BALB/c.

Se recomienda también la busqueda de este inhibidor en liquido de ascitis en
linfomas humanos e identificarlo y obtener anticuerpos monoclonales y compararlo con
el Factor Inhibidor de la Activacion de los Macrofagos de Linfoma murino para intentar

en ambos casos una disminucion en el desarrollo tumoral
Se recomienda probar si el Factor Inhibidor de la Activacion de los Macréfagos

de Linfoma murino es capaz de inmunosuprimir la respuesta inmune en transplantes

heterologos.
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1. RESUMEN

Los macrofagos estan involucrados en la resistencia contra infecciones bacterianas y por
protozoarios. Los ratones normales son naturalmente resistentes a la formacion de los
abscesos hepaticos experimentales producidos por Listeria monocytogenes y Entamoeba
histolytica. Recientemente nuestro grupo describioé un factor inhibidor de la activacion
de los macrofagos producido por el linfoma murino L5178Y, que inhibe la produccién
de oxido nitrico por los macrofagos. El objetivo del presente estudio fue investigar si el
factor inhibidor permite el desarrollo de abscesos hepéaticos amibianos y pidgenos en
ratones BALB/c infectados intrahepaticamente. Para el analisis del desarrollo de
abscesos hepaticos amibianos se formaron 6 grupos de 10 ratones cada uno. Todos los
ratones fueron inoculados intrahepaticamente con 5 x 10° trofozoitos 24 h antes de la
inoculacién se inici6 la administracion del factor inhibidor. Los grupos del 1 al 3
recibieron las siguientes dosis: 0 (Control), 1 y 5 pg del factor inhibidor (en 0.1 mL de
bufer de fosfatos/g de peso corporal), respectivamente por via intraperitoneal. Los
grupos del 4 al 6 recibieron dosis similares (0,1 y 5 pg/g de peso corporal) por via
subcutanea. Esquema de tratamiento: La primer dosis fue aplicada 24 h antes de la
inoculacion intrahepética de los patdgenos. Las dosis subsiguientes fueron aplicadas 24,
48 y 72 h posteriores a la inoculacion de los patdgenos. Los grupos control (1 y 4)
recibieron amortiguador de fosfatos. Para el analisis del desarrollo de los abscesos
hepaticos pidgenos se siguid el mismo esquema que el descrito para el desarrollo de los
abscesos hepaticos amibianos, utilizando 5 x 10° bacterias para la inoculacion
intrahepética en los ratones. Los abscesos hepaticos fueron analizados 24 h después de la
ultima administracion del factor inhibidor, se realizd laparotomia exploratoria y se retiro
el higado de los ratones para su estudio histopatolégico. Resultados: a) no se
desarrollaron abscesos hepaticos en los ratones BALB/c que no se expusieron al factor
inhibidor y se infectaron con E. histolytica, b) no se desarrollaron abscesos hepéticos en
los ratones BALB/c que no se expusieron al factor inhibidor y se infectaron con L.
monocytogene, ¢) los ratones BALB/c expuestos al factor inhibidor desarrollaron
abscesos hepaticos experimentales producidos por el parasito extracelular, d) los ratones
BALB/c expuestos al FIAML desarrollaron abscesos hepéaticos experimentales
producidos por la bacteria intracelular y €) no se observaron diferencias con respecto a
las vias de administracion del inhibidor (intraperitoneal y subcutanea). El factor inhibe la
activacion de los macrofagos, in vitro, e inactiva la producciéon de NO y de esta manera
y en ausencia de que indique otro nivel de accion sugiere que esta molécula esta
involucrada en dicho mecanismo. Nuestros resultados muestran que el factor inhibidor
es un potente blogueador de la respuesta inmune celular al provocar el desarrollo de los
abscesos hepaticos experimentales en los ratones inmunocompetentes.



1. ABSTRACT

Macrophages are involved in the rejection of infections due to bacteria and
protozoa. Normal mice are naturally resistant to formation of experimental hepatic
abscess produced by Listeria monocytogenes or Entamoeba histolytica. Recently, our
group have described a macrophage activation inhibitor factor produced by the murin
lymphoma L5178Y, which block the production of NO by macrophages, when they are
stimulated with LPS but not with Interferon gamma. Considering that Balb/c mice are
naturally resistant to the infection due to L. monocytogenes y E. histolytica, and due to
their capacity to produce NO, macrophages play an important role in the resistance to
those infections. The aim of this research was to investigate if the inhibitor factor was or
not able to inhibit in vivo macrophages response, permitting the development of amoebic
and bacterial hepatic abscess in experimentally infected intrahepatically Balb/c mice.
Six groups, with ten mice each one, were used to analyze the development of amoebic
hepatic abscess. The mice were inoculated intrahepatically con 5 x 10° trophozoites, 24h
before the inoculation a dose of the inhibitor factor was administered. Groups 1-3 were
injected daily for 3 days by intraperitoneally doses with O (control group), 1, y 5 ug; of
the inhibitor factor (in 0.1 ml of phosphate buffer/g of corporal weight) respectively.
Groups 4-6 received similar doses (0, 1 y 5 pg/g of corporal weight) subcutaneously.
The first dose was administered 24 h before the bacteria’s intrahepatically inoculation.
The subsequent doses were applied 24, 48 and 72 h after the inoculation of the
microorganisms. Control groups (1 and 4) received only phosphate buffer. The scheme
described to analyze the development of the amoebic hepatic abscess was also used to
examine the bacterial hepatic abscess, using 5 x 10° bacteria for the intrahepatically mice
inoculation. The hepatic abscesses were analyzed 24h after the last administration of the
inhibitor factor, an exploratory laparatomy was practiced and the affected hepatic lobe
was surgically removed to perform the histopathological analysis. Results: a) no hepatic
abscesses were developed in Balb/c mice infected with E. histolytica, but not exposed to
FIAML, b) no hepatic abscesses were developed in Balb/c mice infected with con L.
monocytogenes, but not exposed to the inhibitor factor, ¢) Balb/c mice exposed to the
inhibitor factor developed experimental hepatic abscess due the extracellular parasite
infection, d) Balb/c mice exposed to FIAML developed experimental hepatic abscess
produced by intracellular bacteria, and e) no differences were observed in the inhibitor
administration route (intraperitoneally and subcutaneously). The FIAML inhibits in vivo
and in vitro macrophage’s activation, also inactivates the NO production suggesting by
this, and without evidence of other action level, that this molecule is involved in such
mechanisms. Our results show that the inhibitor factor is a potent blocker of cellular
immune response, causing the development of experimental hepatic abscess in
immunocompetent mice.



11. APENDICES

11.1 Resultados de la evaluacion estadistica de los datos llevada a cabo mediante el

programa estadistico SPSS ® version 11.0 para Windows.

11.1.1 Estadisticas Descriptivas para los grupos de animales sometidos a diferentes dosis
FIAML e inoculados con Listeria monocytogenes.

GRUPO Estadistico Error tip.
DOSIS A Media 7,10 ,379
Intervalo de confianza para la Limite inferior 6,24
media al 95%
Limite superior 7,96
Media recortada al 5% 7,17
Mediana 7,50
Varianza 1,433
Desv. tip. 1,197
Minimo 5
Méaximo 8
Rango 3
Amplitud intercuartil 1,50
Asimetria -1,204 ,687
Curtosis ,141 1,334
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B Media 6,50 AT7
Intervalo de confianza para la Limite inferior 5,42
media al 95%
Limite superior 7,58
Media recortada al 5% 6,50
Mediana 6,00
Varianza 2,278
Desv. tip. 1,509
Minimo 4
Maximo 9
Rango 5
Amplitud intercuartil 2,25
Asimetria 121 ,687
Curtosis -,401 1,334
C Media 6,30 ,496
Intervalo de confianza para la Limite inferior 5,18
media al 95%
Limite superior 7,42
Media recortada al 5% 6,33
Mediana 6,50
Varianza 2,456
Desv. tip. 1,567
Minimo 4
Maximo 8
Rango 4
Amplitud intercuartil 3,25
Asimetria -,403 ,687
Curtosis -1,285 1,334
D Media 6,70 473
Intervalo de confianza para la Limite inferior 5,63
media al 95%
Limite superior 7,77
Media recortada al 5% 6,72
Mediana 7,00
Varianza 2,233
Desv. tip. 1,494
Minimo 4
Maximo 9
Rango 5
Amplitud intercuartil 2,25
Asimetria -,360 ,687
Curtosis -,152 1,334
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11.1.2 Estadisticas Descriptivas para los grupos de animales sometidos a diferentes dosis

FIAML e inoculados con Entamoeba histolytica.

AMIBAS A Media 12,80 512
Intervalo de confianza para la Limite inferior 11,64
media al 95%
Limite superior 13,96
Media recortada al 5% 12,78
Mediana 12,50
Varianza 2,622
Desv. tip. 1,619
Minimo 11
Maximo 15
Rango 4
Amplitud intercuartil 3,25
Asimetria ,204 ,687
Curtosis -1,695 1,334
B Media 12,90 ,586
Intervalo de confianza para la Limite inferior 11,57
media al 95%
Limite superior 14,23
Media recortada al 5% 12,89
Mediana 12,00
Varianza 3,433
Desv. tip. 1,853
Minimo 11
Maximo 15
Rango 4
Amplitud intercuartil 4,00
Asimetria ,312 ,687
Curtosis -2,139 1,334
C Media 12,30 597
Intervalo de confianza para la Limite inferior 10,95
media al 95%
Limite superior 13,65
Media recortada al 5% 12,28
Mediana 12,00
Varianza 3,567
Desv. tip. 1,889
Minimo 10
Méaximo 15
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Rango )

Amplitud intercuartil 3,50

Asimetria ,327 ,687

Curtosis -1,310 1,334

D Media 12,80 712
Intervalo de confianza para la Limite inferior 11,19

media al 95%
Limite superior 14,41

Media recortada al 5% 12,78

Mediana 13,00

Varianza 5,067

Desv. tip. 2,251

Minimo 10

Maximo 16

Rango 6

Amplitud intercuartil 4,25
Asimetria ,018 ,687
Curtosis -1,787 1,334

11.2 Prueba de normalidad aplicada a los promedios de los abscesos hepaticos

experimentales.

Kolmogorov Shapiro-
-Smirnov Wilk
GRUPO Estadistico gl Sig. Estadistic gl Sig.
0
L. monocytogenes A 274 10 ,032 ,7138 10 ,003
B ,230 10 ,144 ,947 10 ,638
C 172 10 ,200 ,883 10 ,140
D ,180 10 ,200 ,966 10 ,854
E. histolytica A ,189 10 ,200 873 10 ,109
B ,286 10 ,020 , 757 10 ,004
C ,163 10 ,200 ,909 10 275
D ,203 10 ,200 ,896 10 ,199

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a Correccidn de la significacion de Lilliefors
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11.3 Prueba de Mann-Whitney

Rangos
GRUPO N Rango  Sumade
promedio rangos
L. monocytogenes A 10 11,75 117,50
B 10 9,25 92,50
Total 20
E. histolytica A 10 10,25 102,50
B 10 10,75 107,50
Total

100
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