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RESUMEN

Hemos desarrollado un modelo in vitro que permite observar efectos iniciales de los
trofozoitos de £ntamoeba histolytica sobre la mucosa dei intestino grueso. En nuestro
modelo, en cdmaras de Ussing se montan segmentos de colon que inciuyen todas las
capas del intestino, es decir desde la mucosa hasta |a serosa, los cuales tratamos con
lisados de trofozoitos colocados en la hemicAmara mucosa, Los lisados de E. histolytica
HM1 causaron una caida inmediata de la diferencia de potencial {DP), la corriente de
corto circuito (lcc) y la resistencia eléctrica (RE) cuya velocidad fue dependiente de la
dosls. La velocidad de calda provocada por los lisados fue similar a la observada en
preparacionas hipdxicas. Preparaciones tratadas con la misma dosis de lisados de E.
invadens PZ (cepa virulenta para reptiles) se comportaron come las no tratadas. Los
efectos electrofisidlogicos causados por los lisados y la hipoxia correlacionaron con el
dafe morfolégico estructural y ultraestructural de las preparaciones. Nuestro modelo
permite por tanto detectar dano morfolégico temprano que correlaciona con el deterioro
funcional del epitelio del colon y puede ser Util para caracterizar los factores patogénicos
de E. histolytica y la inmunidad local en la amibiasis intestinal.

xii
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INTRODUCCION
A. Amibiasis

1. Generalidades
La amibiasis intestinal en humanos es una infeccién debida a la colonizacién y dafio de
la mucosa del colon por el protozoario parasito Entamoeba histolytica.

En el marco de las enfermedades infecciosas endémicas, ia amibiasis intestinat
constituye una entidad patolégica revestida de especial interés, por su elevada frecuencia
principalmente en paises pobres y con clima tropical (Sepllveda y Martnez-Palomo,
1982). En 1971, Alvarez-Alva y De la Loza indicaron que la importancia capital de la
infeccién por E. histolytica en México se debe a que de cada tres individuos que mueren
de amibiasis en Hispanoamérica, uno es mexicano, por lo que la tasa de mortalidad es
de 4.6 por 100,000 habitantes, la mas elevada de Hispanoamérica. Otros estudios
refiaren que el parasito se encuentra en proporciones que varian del 5 al 75% de la
poblacién mexicana y predomina en los medios pobres y mal saneados (Kumate y
Gutiérrez, 1978).

Los estudios epidemioldgicos establecen a la amibiasis como una enfermedad que
se puede adquirir por la ruta fecal-oral, usualmente por contagio de persona a persona.
En muchas areas geogréficas los brotes de amibiasis han sido asociados a la
contaminacion del agua y los alimentos (ver Ravdin y Guerrant, 1982). Aunque hay
diversos medicamentos antiamibianos para el tratamiente de la enfermedad, se calcula
Que la prevalencia de ia infeccion intestinai es airededor del 10% en la poblacién mundial
(Walsh, 1986).

2. Entamoeba histolytica

E. histolytica es un protozoario de elevado pleomorfismo. Su forma y movilidad son muy
sensibles a cambios fisicoquimicos del ambienta, o mismo que a variaciones locales de
pH, osmolaridad y potencial de éxido-reduccién. )

E. histolytica puede ser observada en las heces como trofozoito, prequiste y
quiste. Los trofozoitos {formas moviles) se distinguen de otras amibas intestinales por
caracteristicas morfolégicas que sirven para el diagnéstico. El tamafio puede ser de 10-
60 pm. Los quistes {formas inmoviles) son redondos u ovales, ligeraments asimétricos



E. Femando Navarro Gareia 2

y de 10-12 pm de diametro. El quiste inmaduro tiene un solo nicleo que ocupa un tercio
de su didmetro y cuando ha madurado contiene cuatro pequedos nicleos.

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente simple si se compara con ios de
otros parésitos, ya que no han sido encontrados ni un estado sexual en las amibas ni
huéspedes intermedios (ver Trisst, 1982). La forma resistente al medio ambiente es el
quiste, bajo fa cual el parésito puede sobrevivir hasta varias semanas en condiciones
apropiadas de temperatura y humedad. Ei quiste también es la forma infectante, ya que
al ser ingerido con alimentos © a través de objetos contaminados, puede ocasionar la
infeccién de sujetos sanos. Por accion de los liquidos intestinales, del quiste viable se
liberan cuatro a ocho pequenos trofozoitos que pueden establecerse y colonizar la
mucosa del colon. Los trofozoitos pueden formar nuevamente quistes que luego son
excretados en las heces (Brown, 1983).

La organizacion citoplasmica de E. histolytica se caracteriza por la ausencia de la
mayorfa de los organelos diferenciados de las células eucaridticas: mitocondrias, aparato
de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso, centriolos y microtdbulos {Martinez-Palomo,
1982). El endoplasma contiene numerosas veslculas incluidas en la matriz citoplasmica
que presenta el aspecto de vidrio despulido. Ademas de las vesiculas citopldsmicas se
puede observar un sistema vacuolar y un sistema tubular, ambos de estructura muy
compleja.

Sisterna vacuolar. Una gran porcion del citoplasma se encuentra ocupada por una
poblacidn heterogénea de vesiculas y vacuolas limitadas por membranas de tamaio muy
variable que osgila entre 0.5 a méas de 9 um. Los tipos vacuolares cuya ultraestructura
se puede identificar en el citoplasma amibiano son: vacuolas micropinociticas, vacuolas
macropinociticas, vacuolas fagociticas y 'lisosomas®, cuerpos residuales y vacuolas
autotagicas. Numerosos autores han descrito 1a presencia de fosfatasa acida asociada
a ciertas membranas vacuolares, pero no libres en el interior de las mismas, por lo que
el término lisosoma es aplicado en forma vaga a las estructuras referidas en el
citoplasma amibiano (Trevifio-Garcia et al, 1971; FeriaVelasco y Trevifo, 1972b;
Martinez-Palomo, 1982).

Sistema tubular. Este sistema ha sido interpretado como la equivalencia del
reticulo endopl&smico liso tipico, que consiste de un sistema de elementos tubulares
ramificados que constituyen una red ftridimensional compacta cuyas superficies
membranosas carecen de ribosomas. Los tibulos son de 20 nm de didmetro y forman
espirales dispuestos paralelamente. Mientras que las mernbranas del sistema tubular
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semejan a [a membrana plasmatica, ya que miden 10 nm, la membrana que encierra a
los tabulos mide solamente 6 nm de espesor.

En E. histolytica no se han identificado ribosomas con el empleo del micrascoplo
slectrénico. Sin embargo existen ribonucleoproteinas que aparecen arregladas en hélices
de 300 nm de longitud y 40 nm de didmetro, que se denominan “cuerpos cromatoides"
(Rosenbaum y Wittner, 1970; Martinez-Palomo, 1982).

Citoesqueteto. Los microfilamentos se han identificado al microscopio elsctrénico
en el citoplasma de la amiba. Son filamentos de 7 nm de didmetro y generalmente
localizados inmediatamente por debajo de la membrana en los sitios de adhesién de la
amiba al sustrato, al igual que en porciones especializadas de la membrana en donde
forman canales fagoclticos. Los microfilamentos de las amibas son muy sensibles a la
fijacién ya que no se encuentran ligados a proteinas que les den estabilidad como en
otras células eucariéticas. Los microtdbulos, similares a los encontrados en casi todas
la célutas eucaridticas, no son visibles en los trofozoitos de E. histolytica. En las amibas
que no se encuentran en divisién no se observan microtubulos en el citoplasma ni en !
niicleo. En los nicleos en division de ciertas cepas patdgenas, entre ellas fa cepa HM1,
se han encontrado haces de microtibulos.

Membrana celular. En las amibas la membrana mide 10 nm de espesor y muestra
la clasica unidad de membrana. La cara interna de la membrana que esta en contacto
con el citoplasma est4 cubierta por una gran cantidad de particulas membranales
heterogéneas que al parecer son proteinas integrales. La mitad externa contiene menor
cantidad de paniculas membranales (Martinez-Palomo, 1982).

Cubierta celuiar. La cubienta celular cubre la cara externa de fa membrana
plasmética de la amiba. Esté formada por dos capas: una amorfa de 15 nm de espesor
y una filamentosa de 50 nm. Al parecer ambas contienen complgjos de
mucopolisacéridos &cidos y proteinas (Feria-Velasco et al., 1972). La cubierta de E.
histolytica carece de 4cido sidlico a diferencia de la mayoria de las células sucaribticas
(Feria-Velasco et al., 1973, 1980). Esta cubierta amibiana es de gran interés ya que se
acepta que contiene antigenos amibianos reconocidos como extranos por el huésped
al establecerse la amibiasis invasora (Feria-Velasco y O'Shea, 1974; O'Shea y Feria-
Velasco, 1974).

Nucleo. En E. histolytica el nicleo mide entre 4 y 7 :m de didmetro. La membrana
nuclear estd limitada por una capa uniforme y delgada de granulos que le dan un
aspecto anillado en los cortes de parafina. Los cumulos de cromatina tienen tamano
uniforme y estdn siempre periféricamente distribuidos por dentro de la membrana
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nuclear. Se ha demostrado por microcinematografia que el nticleo no tiene una posicién
fija dentro del citoplasma sino que se mueve libremente en él. En su parte centrat el
niicleo posee el cariosoma o endosoma que es una masa esférica formada de material
granular electrodenso de 0.5 um de didmetro. Entre el endosoma y la cromatina
peritérica se encuentra cromatina (Martinez-Palomo, 1982).

3. Infeccién

a. Intestinal

Los quistes formados en la luz del intestino grueso pasan hacia las heces y son
inmediatamente infectantes. Cuando son ingeridos resisten al jugo géstrico y pasan hacia
el intestino delgado. Ahl, bajo la influencia de los jugos digestivos la pared del quiste se
desintegra, liberando el metaquiste tetranucleado que inmediatamente se divide en ocho
pequenios trofozoitos uninucleados. Estas pequefias amibas se mueven a lo largo del
intestine grueso, donde en condiciones apropiadas crecen e invaden la mucosa y la
submucosa (Brown y Neva, 1983)

El Comité de Expertos en Amibiasis de la OMS definib esta enfermedad como la
situacién en la que se porta el parésito E. histolytica, con manifestaciones clinicas o sin
ellas. La amibiasis sintomética es primariamente una enfermedad intestinal, y cuando se
vuelve extraintestinal generalmente afecta el higado. (Pérez-Tamayo, 1982).

La amibiasis intestinal puede ser crénica, subaguda y aguda. La forma cronica
oturdé &n individuos cuyo intestino grueso ha sido colonizado por amibas pero que no
presentan sintomas de la enfermedad amibiana, pudiendo permanecer en ellos la
infeccién asintomética por largo tiempo. La forma subaguda ocurre como diarrea y
disenteria; es mas frecuente en nifios. La forma aguda, con colitis amibiana fulminante
y apendicitis amibiana, tiene un indice de mortalidad que varfa del 20 al 50% (Sspllveda,
1982).

De acuerdo con su sintomatologia variable, puede producir una amplia variedad
de alteraciones anatomicas. Las correspondientes a cuadros clinicos bien definidos se
conocen como colitis ulcerativa amibiana, megacolon téxico o disenterfa amibiana
fulminante, ameboma o granuloma amibiano y apendicitis amibiana. Enla colitis ulcerativa
amibiana, las Ulceras amibianas tipicas se cbservan en el colon (especialmente en el
ciego), en el colon sigmoide y en ef recto; las lesiones se presentan como pequefas
4reas (0.1-0.5 cm) redondeadas y ligeramente elevadas de la mucosa, con centros
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necroéticos irregulares rodeados por un anillo de tejido edematoso. En e! megacolon
téxico, forma altamente letal de amibiasis intestinal que por fortuna es muy raro
(generalmente ocurre en sujetos ancianos y desnutridas), el intestino grueso estd muy
distendido y muestra destruccién masiva de la mayor parte de la pared, que 8s muy
delgada y en algunos sitios puede estar representada por el peritoneo. El ameboma
también es una forma rara, se presenta con mayor frecuencia en el ciego y en el colon
ascendente, en forma de una gran masa de tejido bien definida y que ocupa la pared
y laluz; la mucosa que la recubre es delgada y generalmente esté ulcerada, mientras las
otras capas de la pared se encuentran muy engrosadas, edematosas y hemorrdgicas.
En la apendicitis amibiana las dlceras amibianas son de tipo nodular y aunque pequeias
son caracter(sticas; sin embargo, con mayor frecuencia el érgano muestra el aspecto
macroscépico de inflamacién supurativa aguda (Pérez-Tamayo, 1982).

b. Extraintestinal (Pérez-Tamayo, 1386)

El absceso hepatico es sin duda la complicacién extraintestinal més frecuente de la
amibiasis intestinal invasora. Ademds, las amibas encuentran més facil diseminarse a
otros érganos a partir del higado que del intestino. Macroscdpicaments, un absceso
hepético amibiano es un 4rea bien delimitada donde el parénquima del higado esta
completamente reemplazado por material necrético de color amarillento y de consistencia
cremosa, generalmente rodeado por un anilo de tejido hepético congestivo. Las
complicaciones toracicas de la amibiasis son secundarias al absceso hepético y
generalmente se desarrollan como resultado de la ruptura del absceso a través del
diafragma. Las tres formac principales de la amitiasis lorécica son la pleuropulmonar,
la pericérdica y la mediastinal. La necrosis pulmonar amibiana tiene una consistencia
mucinosa caracteristica y sus limites con el paréngquima pulmonar vecino no son claros,
Los vasos sanguineos no son atacados y no existen hemorragias o trombosis
prominentes; ios bronquios son especialmente resistentas a la necrosis, Los abscesos
puimonares parecen no diseminarse a otras areas del pulmén por ia via bronquial, ain
en los casos en los que los grandes bronguios estén drenando material necrético de la
cavidad.

La afeccién amibiana del sistema nervioso central se considera rara. Nunca se
presenta en ausencia de amibiasis hepética y por o menos la mitad de los casos
también tienen complicaciones pleuropulmonares. La presencia de amibas en el cerebro
se explica fAcimente cuando hay un absceso amibiano pulmonar concomitante, ya que
de esta manera los parasitos logran pasar al lado izquierdo de la circulacién. Las
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lesiones cerebrales se localizan con predominancia en el hemisferio cerebral izquierdo.
Las lesiones pueden ser Unicas o multiples y macroscépicamente aparecen como areas
pequenas de reblandecimiento con hemorragias petequiales o bien como focos
necréticos mayores de color amarillo verdoso mezclado con areas hemorréagicas.

8e ha mencionado que la amibiasis cuténea, cuando ocurre, es generalmente una
complicacién de la amibiasis intestinal con disenteria, También puede presentarse en la
piel que rodea a una fistula abdominal en casos de abscesos hepéaticos amibianos que
afectan la pared del abdomen.

La amibiasis se ha descrito en mughos otres ¢rganos, pere generaimente en
casos aislados y sin documentacion adecuada.

4. Patogenia

a. Toxinas y enzimas (Martinez-Palomo, 1986)
No existen pruebas de que las cepas patégenas de E. histolytica produzcan v liberen
sustancias semejantes a las potentes exotoxinas de ciertas bacterias. £n cambio, los
sonicados de E. histolytica contienen compuestos toxicos para las células de mamifero.
Por ejemplo, se ha demostrado que los lisados amibianos producen lisis de glébulos
rojos {Craig, 1927; Vinayak y Chitkara, 1976; Lopez-Revilla y Said-Ferndndez, 1980;
Prasad et al., 1982), pero la naturaleza quimica de la hemolising, su localizacion en las
amibas y su significado en los mecanismos de citdlisis aln permanecen ignorados.

Durante muchos afos no fue posible demostrar en las amibas, toxinas activas
contra células nucleadas de mamifero, debido 2 que muchas de las preteinas amitianas
con actividad citotdxica son inhibidas por componentes del medio de cultive. Sin
embargo, se han concentrado, purificado parcialmente y analizado la actividad citotéxica
de cientas toxinas amibianas (Bos, 1979; Lushbaugh et al., 1979; Mattern et al., 1980;
Ravdin et al., 1960). Las pruebas de citotoxicidad han mostrado que las toxinas producen
retraccidn y despegan las células del sustrato, pero no tienen efecto sobre la viabilidad
de las células blanco. Ademés, no se ha encontrado prueba de que esas toxinas
participen en el efecto litico que sigue al contacto de amibas patdégenas con células en
cultivo (Ravdin et al,, 1980).

La caracterizacién quimica més detaliada de los componentes intracelulares de
las amibas con actividad t6xica sobre células de mamiferc ha revelado la existencia de
varias proteinasas, algunas de ellas con actividad citotéxica. Lushbaugh et al. (1984)
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encontraron que la principal actividad toxica de E. histolytica esta en una proteinasa
semejante a la catepsina B. Scholze y Werries (1984) encontraron una proteasa
débilmente 4cida con intensa actividad proteclitica en homoegenados amibianos que se
asemeja a la catepsina L.

En cultivos axénicos de E. histolytica se ha descrite una colagenasa potente y
especffica (Mufioz et al., 1982; Gadasi y Kessler, 1983). La enzima se libera después del
contacto de la amiba con el sustrato especifico y puede encontrarse en el medio de
cuttivo.

En extractos de £. histolytica libres de células se han descrito varias glucosidasas,
pero la mayorfa de ellas muestran un grado muy bajo de actividad (Trissl, 1983).

b. Protelnas formadoras de poros

En 1982, dos grupos infarmaron independientemente el hallazgo de proteinas
formadoras de poros en lisados amibianas y el medio de cultivo en el que las amibas
habfan crecido. Lynch et al. (1982) encontraron que la molécula formadora de canales
era una protelna de 13,000 daltones, concentrada en una fraccidn que sedimenta a
150,000 X g. La proteina se incorpora espontaneamente a bicapas lipidicas artificiales y
a membranas naturales, creando cambios progresivos e irreversibles en la conductancia
ibnica. Young et al. (1982} encontraron actividad formadora de poros, tanto en lisados
congelados y descongelados, como en pastillas de membranas, mientras que Lynch et
al. (1982) encontraron que esta actividad se encuentra en una fraccién sedimentable
sensible a detergente, Io que sugiere que la actividad esta localizada dentro de un
organelo limitado por membrana. Anteriormente ya se habian descrito protelnas
formadoras de poros en ciertas bacterias y en algunas levaduras; estas proteinas
pueden representar un mecanismo comun a varios microorganismos para producir fisis
de células blanco a través de cambios osmdticos, de forma comparable a como actdan
otras células efectoras y el complemento (Young et al., 1982).

La proteina formadora de canales de la E. histolytica produce lisis de glébulos
rojos, ya que las fracciones enriquecidas de esta proteina lisan eritrocitos de rata y de
conegjo. Se ha demostrado que esta proteina puede ser liberada por las amibas por
estimulacién con la concavalina A, con un iondforo del calcio, o con lipopolisacarido
bacteriano (Young st al,, 1882).

¢. Neurotransmisores
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Los sobrenadantes de lisados amibianos contienen, ademds de proteasas y de protefnas
formadoras de poros, sustancias semejantes a ciertas neurohormonas, como la
serotonina, la sustancia P y la neurotonina {McGowan et al.,, 1983, 1985). Los lisados
amibianos alteran el transporte intestinal de electrdlitos en el fleon del conejo y en el
colon de rata, estudiados mediante la técnica de fijacion de voltaje en cdmaras de
Ussing. Esta actividad se encuentra sélo cuando los productos amibianas se colocan en
la superdicie serosa del tejido intestinal. Se ha sugerido que los productos semejantes a
neurchormonas aislados de £, histolytica pueden estar asociados con diarrea secretora,
ya que las amibas invasoras, la mayoria localizadas en la iamina propia, podrian estimular
ol transporte de agua en el lado basal del epitelio intestinal (McGowan et al., 1985).
Sin embargo, la participacién de estos componentes amibianos en la patogenia
de la amibiasis es, hasta ahora, puramente hipotética. Los mecanismos bioquimicos que
pueden tener mayor interés para la mejor comprensién de la enfermedad son aquelios
que expliquen la lisis de las células blanco, la capacidad invasora del parésito y su
habilidad para sobrevivir y muitiplicarse frente a la respuesta inmune del huésped.

8. Inmunidad

a. Sistémica .
Los estudios sobre la produccién de anticuerpos antiamibianos en el suero de pacientas
con amibiasis intestinal y extraintestinal indican que los componentes amibianos tienen
antigenicidad suficiente para inducir una respuesta inmune sistémica por anticuerpos
{Neal et al., 1988; Ali Khan y Meerovitch, 19€8; Vinayak &t al., 1881). En general se
obsarva que los titulos de anticuerpos séricos aumentan con la gravedad de la infeccién:
son bajos o nulos en la amibiasis intestinal asintomética, intermedios en la amibiasis
intestinal sintomética, y medianos o altos en amibiasis invasora intestinal o extraintestinal.
Sin embargo, esta correlacién no se mantiene siempre, ya que existen casos de
abscesos hepéticos en los que los titulos son bajos e incluso nulos. Asi mismo, en
sujetos con amibiasis intestinal asintomética pueden encontrarse titulos altos (Vinayak et
al., 1981). Por otro lado, en las poblaciones de zonas endémicas es comun encontrar
anticuerpos antiamibianos en el suero de personas sin antecedentes de amibiasis (Trissl,
1982).

Los anticuerpos séricos antiamibianos, que pertenecen principalmente a la clase
G, tienen la capacidad de inmovilizar trofozoitos. También permiten la fijacién del
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complemento (Sepllveda et al., 1974), aungue no se ha observado aumento en la fisis
de trofozoitos por camplemento en presencia de anticuerpos antiamibianos, con respecto
a la lisis por complemento en ausencia de ellos, lo que sugiere la existencla de
mecanismos que inactivan dichos anticuerpos (Trissl et al., 1986).

La relevancia de los anticuerpos séricos en la proteccion es discutible, ya que a
pesar de su presencia en el suero no es rara la reinfeccién con &, histolytica (Krupp,
1970).

En cuanto a la serologfa de la amibiasis, no hay duda en cuanto a su utilidad en
el diagnéstico del absceso hepatico (Healey et al., 1971) y del ameboma (Toswill et al.,
1980) en donde las pruebas convencionales no dan falsos positivos. Sin embargo, es
menos prominente en el diagndstico de la amibiasis intestinal invasora, donde arroja 60-
90% de positividad (Kessel et al., 1961, 1985; Trissl, 1982). La persistencia prolongada
de los anticuerpos agrega una dimensidn de error en casos en los que la serologla se
aplica a pacientes con lesiones intestinales invasoras. Las pruebas convencionales son
incapaces de distinguir entre invasion reciente o antigua (3 anos) (Jackson et al., 1984).

E. histolytica activa el sistema del complemento en presencia y en ausencia de
anticuerpos, y en mayor proporcién la via clasica (Ortiz-Ontiz et al,, 1978), Esta activacidén
provoca la lisis de los trofozoitos in vitro y posiblemente constituye un factor natural de
defensa contra la infeccidn amibiana. En pacientes con absceso hepético los niveles de
C3d, producto de la activacién del complemento, correlacionan directamente con la
evolucién del padecimiento, ya que es mas répida y adecuada la recuperacién de los
pacientes con niveles altos de C3d (Munoz-Espinosa et al, 1886). la
descomplementacién de hamsteres con veneno de cobra aumenta la gravedad de las
lesiones hepéticas producida por la inoculacién intrahepética de trofozoitos (Capin et al.,
1880).

Los linfocitos T (LT) juegan un pape! importante en la inmunidad celular de la
amibiasis, ya que el tratamiento de animales infectados experimentalmente con drogas
supresoras de LT o con sueros antitimicos, disminuye la capacidad de respuesta inmune
por anticuerpos dirigidos contra los antigenos amibianos y provoca que las lesiones
hepéticas causadas por trofozoitos sean de mayor gravedad que en los animales no
inmunosuprimidos (Arias-Negrete y Calderdn, 1980; Vinayak et al., 1982}.

Los extractos amibianos tienen actividad mitogénica sobre LT, pero se desconoce
si esta actividad promueve la proliferacién de alguna subpoblacién especial, que pudiera
modular la respuesta inmune contra las amibas (Diamantstein et al., 1981). Existe ademés
un retardo en la capacidad de produccidn del factor inhibidor de ta migracién de
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macréfagos por los LT, que es un mediador de la respuesta inmune celular en pacientes
con absceso hepatico (Ortiz-Ortiz et al., 1975).

La inyeccién de hamsteres con suero de conejo anti-macréfagos antes de la
inoculacion intrahepética de trofozoitos, produce un aumento en el tamano y nimero de
los abscesos hepdticos secundarios (Ghadirian et al., 1983). También se ha observado
una disminucién en la fagocitosis de bacterias por monocitos de hdmsteres con absceso
hepético (Capin et al,, 1980).

Se ha sugerido que hay al menos un factor quimiotdctico para monocitos
humanos en los sobrenadantes de cultivos axénicos de E. histolytica y se ha descrito
que los trofozoitos producen factores inhibidores de {a migracién de los monocitos
(Kretschmer et al., 1980, 1986).

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) parecen ser el primer tipo csiular que se
encuentra en las reacciones inflamatorias durante las etapas tempranas de la formacién
de abscesos hepéticos en hdmsteres y cobayos (Canales et al., 1986). Los PMN pueden
lisar a los trofozoltos si la relacién amibas/PMN es apropiada. Esta capacidad iftica de
{os PMN no requiere suero inmune, sino mas bien depende de ia virulencia de la cepa
amibiana (Guerrant et al., 1981; Lopez-Osuna et al., 1986).

Otro factor que ha sido estudiado es la liberacién de histamina, que tiene un
importante papel regulador de la respuesta inflamatoria. Se ha encontrado que la
liberacién de histamina por leucocitos de pacientes con absceso hepético es estimulada
con extractos de trofozoitos y ocurre con dosis menores de dichos extractos que en los
lsucocitos de sujetas sanos. Por lo tamo, hay hipersensitilidad inmasdiala sn los
pacientes con amibiasis invasora, la cual puede contribuir a la modulacién de la
respuasta inflamatoria {Gil-Recasens et al., 1982). La liberacién de histamina inhibe en los
PMN [a quimiotaxis, la fagocitosis y |a secrecion de enzimas, asi como la produccién de
linfocinas por las células T y la secrecién de anticuerpos (IgA secretora) antiamibianos
especificos (Campos-Rodriguez et al., 1986).

b, Local
La inmunidad focal ha sido poco estudiada en general y en particular en la amibiasis. Los
estudios que existen, por lo general han sido hechos indirectamente durante trabajos
enfocados en otro sentido.

La respuesta inmune local por anticuerpos es casi el Unico aspecto estudiado en
la amibiasis intestinal en humanos, aunque no extensamente. Estos anticuerpos
intestinales, llamadostambién coproanticuerpos, especificos contra E. histolytica han sido
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detectados en las heces de sujetos con amibiasis intestinal no invasora e invasora
(Sharma et al., 1978; Martinez-Cairo et al., 1979; O'Shea-Alvarez y Trevifio, 1985). La
secrecion billar de IgA reactiva contra trofozoitos ha sido producida experimentalmente
en ratas inmunizadas parenteralmente (Acosta et al,, 1983).

Se ha reportado una disminucién de los niveles de IgA en e! liquido yeyunal de
pacientes con colitis amibiana o absceso hepatico amibiano (Ahluwalia et al., 1982).

La inmunidad Iocal antiamibiana mediada por células en el intestino préacticamente
no ha sido estudiada. Se sabe que Ia inmunosupresion por fArmacos o con sueros anti-
LT o anti-monocitos producen un aumento en et nimero y gravedad ds las leslones
amibianas intestinales (Vinayak et al., 1982). No se conoce el papel de las células
cebadas, basdfilos y eosindfilos durante la infeccion intestinal.

B. Estructura del intestino

1. Generalidades
Ei intestino grueso estd dividido topolégicamente y para algunas extensiones,
estructuralments, en tres segmentos principales: colon, recto y canal anal. A lo largo del
intestino grueso, la pared est4d compuesta por cuatrc capas: mucosa, submucosa,
muscular y serosa.

Entre el intestino delgado y e} colon hay un cambio abrupto, [a unién ileocecal. El
gran didmetro del colon es tal vez la diferencia méas llamativa. Hay otras diferencias
estructurales en las capas.

2. Capas principales

a. Mucosa

L.a membrana mucosa de! colon tiene una superficie comparativaments lisa, ya quse no
tiene vellosidades como el intestino delgado. Sin embargo, al igual que el intestino
dslgadlo, fa mucosa esta formada por tres capas: i} un revestimiento epitetial; i) la 1dmina
propia de soporte v iii} una capa de musculo liso, fa muscular de Ta mucosa. El epitelio
es una capa de células columnares. El tipo de epitalio varla segun la funcldn que
corresponda a cada parte del tubo digestivo; en ocasiones es ante todo protector, en
otras es de absorcidn y en otras de secrecién. El epitelio forma invaginaciones hacia la
lémina propia denominadas criptas o gldndulas de Lieberkihn. Las células de absorcion
tienen un borde estriado el cual es més delgado que el de las células del intestino
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delgado. Las céiulas caliciformes estan intercaladas entre las células columnares de
absorclén.

La membrana mucosa del colon tiene dos funciones principales atribuidas a las
células columnares de absorcion y las caliciformes, respectivamente: 1a absorcidn de
agua y la produccidn copiosa de moco.

La superficie epitelial tiene importancia como una barrera entre el medio interno
y el exterior, su capa Unica de células es capaz de resistir efectos fisicos y quimicos
variados. Debido al recambio y al continuo desgaste que sufre el epitelio de la mucosa
intestinal, continuamente se descaman células en ciertas zonas del epitelio, desde donde
son arrojadas a la luz intestinal. La integridad del revestimiento intestinal se mantiene
mediante la proliferacion de las células epiteliales en las criptas de Lieberkiihn, desde
donde las células migran para sustitulr a las que se descaman en la superficie epitelial.
La migracién y pérdida de las células no se debe a presién por acumulacién de nuevas
células, sino a migracién vectorial del epitelio intestinal. La gran cantidad de mitosis
caracteristicas de las células de las criptas intestinales sefala la proliferacién debida al
continuo recambio celular. Con el empleo de timidina tritiada se ha demostrado que el
tismpo de recambic celular en el colon varia entre 1 y 10 dias.

El tejido conectivo de la lamina propria estd muy extendido entre las gladndulas
pero es reducido por la cercania de los tdbulos de las glandulas. Esta compuesto de
fibras reticulares entretejidas y delicadas fibras de coldgena, con un considerable niimere
de fibrillas elasticas, También contiene células del tejido conjuntivo: fibroblastos,
eosindfilos, células plasmaéticas, células cebadas, etc. Los linfocitos estan presentes en
todces los segmentos intestinales y en muchos lugares son tan abundantes que dan la
apariencia de un tsjido linfatico difuso.

Los nédulos linféticos solitarios que estén en fa submucosa se hacen aparentes
en |la mucosa al atravesar la muscularis mucosae.

La muscularis mucosae consiste de una capa circular interna y una capa
longitudinal externa de musculo liso.

b, Submucosa

La submucosa esta compuesta de tejido conjuntivo laxo. Contiene vasos sangulneos y
los plexos nerviosos de Meissner. Los foliculos linfaticos solitarios, aunque propiamente
considerados como estructuras de la lamina propria desde donde se originan, yacen
principalmante en la submucosa.
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c. Musculer externa

La muscular externa en el colon muestra algunas variaciones en su estructura usual. La
capa circular interna es completa y prominente, pero los mdsculos longitudinales estan
arreglados en tres fuertes bandas logitudinales, planas, equidistantes, las lineae coli.
Entre estos gruesos filamentos se adelgaza la cubierta de misculo longitudinal aunque
raramente est& enteramente ausente. Las células nerviosas y las fibras componentes de
los plexos da Auerbach yacen, como es usual, en el tejido conjuntivo inmediatamente por
fuera de la capa muscular circular.

d. Serosa

La serosa estd compuesta de una delgada capa de tejido conjuniivo cubierta por
masotelio. En ciertas regiones, la cubierta mesotelial esta ausente. En esta capa el tejido
conjuntivo fibroso une el colon firmemente a las estructuras adyacentes.

2. Células epiteliales

a. De la superficie

Son células completamente diferenciadas que se denominan células columnares de
absorcién. Son el tipo celular mas numeroso y forman una capa virtualmente continua
que tapiza la luz intestinal. E! citoplasma de dichas células presenta los organelos
usuales; las mitocondrias son nurnerosas, con dimensiones promedio de 3 pm de
longitud, La matriz mitocondrial es de opacidad media y contiene un nimero moderado
de grénulos densos intramitacondriales, particularmente en las células de las criptas.

El reticulo endoplasmico rugoso y el liso se encuentran principalmente en la regién
supranuclear. Las cisternas del! reticulo endoplasmico rugoso son de longitud moderada
y en el citoplasma se encuentran numerosos rinosomas libres.

El aparato de Golgi est4 localizado en ia regién supranuclear, presanta la forma
laminar caracteristica y estd asociado con un pequefio nimero de vesiculas en el
citoplasma circundante. El aparato de Golgi es activo en la sintesis de complejos
polisacaridicos, destinados probablemente a la cubierta superficial que se extiende sobre
las microvellosidades.

Los lisosomas aparecen como estructuras rodeadas por membrana y contisnen
componentes de densidad variable, con éreas laminares y granulares. En ocasiones
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contienen estructuras que semejan organelos citopldsmicos en aparente estado de
destruccidn,

La matriz citoplésmica de las células epiteliales es moderadamente densa,
contiens cantidades variables de finos filamentos de longitud indefinida, los cuales
parecen formar una delicada red o citoesqueleto. En la regidn subyacente a las
microvellosidades se presenta una agregacion del material fibrilar, denominada red
terminal, que tiene conexién con las partes laterales de la célula.

Las superficies de contacto de células columnares adyacentes muestran
espacializaciones caracteristicas; en la regién apical los complejos de unién forman una
zona de anclaje continua a manera de collar, constituida por la unién hermética. Los
desmosomas aparecen a intervalos entre el complejo de unién apical y la base de la
célula. Cominmente se pueden observar numerosas interdigitaciones de proyecciones
celulares; en otras areas, las células pueden separarse sustancialmente y dejar un
espacio intercelular amplio, principaimente en la base del epitelio.

La estructura de absorcién es el borde de cepillo, que consiste en discretas
proyecciones citopldsmicas o microvellosidades, las que aumentan la superficie luminal
de las células. En las microvellosidades se observa un nicleo central constituldo por
fibrillas logitudinales dispuestas desde la membrana apical hasta ta red terminal.

b. Indiferenciadas

Las células indiferenciadas o proliferativas de las criptas realizan la funcién de renovacion
celular del epitelio intestinal. La estructura de estas células es diferente a la de ias células
epiteliales de la superficie,

El citoplasma contiene numerosos grédnulos limitados por membranas,
considerados como de secrecidn. La naturaleza de la secrecion de estas céiulas no es
clara, pero se considera Gue toman parte en la produccién del jugo intestinal. Las
interdigitaciones entre las células son menocs prominentes. Existe ademas una poblacion
homogénea de lisosomas primarios,

La diferencia mas pronunciada radica en las dimensiones y arreglo de las
microvellosidades. En las células de las criptas son cortas y gruesas y su nimero por
célula es menor. La red terminal vinuaimente no existe y la orientacion de las
micravellosidades es irregular. La cubierta celular es menos prominente. Las células en
mitosis son caracteristicas de esta regién y presentan una forma esférica, aunque
mantienen contaclo con la luz de [a cripta.
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c. Caliciformes
Las células caliciformes secretan un complejo proteina-carbohidrato sulfatado, al cual se
le atribuye una funcién lubricante y protectora de! intestino.

Las célula caliciforme tipica tiene base estrecha, el nicleo situado basalmente y
el 4pice distendido por la acumulacién de vacuolas de mucopolisacaridos. El aparato de
Golgi es extremadamente elaborado, con una configuracién cillndrica caracterlstica, en
la regién supranuclear.

Las vacuolas de secrecion se originan en &l aparato de Golgi; varfan en dansidad
a los electrones y contienen material finamente granular con un érea central mas densa,

Las mitocondrias son notorias, aunque la alta densidad citoplasmica hace diffcil
distinguirlas. En la regidn luminal las células presentan microvellosidades irregulares en
ascaso numero.

El proceso de diferenciacién de las células caliciformes se inicia en las células
indiferenciadas de las criptas con el incremento en la organizacién det aparato de Goigi.
Las membranas del reticulo endoplasmico aparecen en la periferia del aparato de Golgi
y en algunos sitios esas cisternas se comunican con la cisterna perinuclear. En estadios
posteriores, el nucleo, las mitecondrias y el reticulo endopldsmico son desplazados y
comprimidos por las vacuolas de secrecién hacia la base de la célula y son dificilmente
distinguibles.

d. Enterocromafines
Este tipo celular posee una morfologia caracteristica y reacciones de tincién especfficas,
aigunas de las cuales se basan en reducir las sales de plata y cromo.

En el citoplasma es caracteristico encontrar haces de fibrillas orientadas al azar,
sin conexidn con los sitios de anclaje. El reticulo endoplasmico rugoso aparece en
pequefia cantidad, principalmente en localizacién supranuclear. El &pice de las células
puede alcanzar la luz intestinal y presentar microvellosidadas.

Las células tienen una cantidad variable de grdnulos densocs, generalmente
agregados en la base, la cual cominmente se amplia y estd en contacto con la
membrana basal.

No se tiene evidencia de que estas células produzcan enzimas digestivas o
secrecién exécrina. Sin embargoe, se ha reportado liberacién de granulos. La granulacién
basal de estas células y su similitud con ta de células con funcidn enddcrina conocida,
sugiere que las células enterocromafines son de naturateza secretora endécrina.
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Actualmente se acepta que el sistema de las células enterocromafines produce 5-
hidroxitriptamina o serotonina.

. Linfoides

Adicionalmente, se encuentra en el epitelio intestinal un tipo celular con aspecto
morfoldgico de linfocitos; se encuentran en ndmero considerable en a base del epitelio,
comunmente en espacios intercelulares preexistentes. Estas células proceden de la
lamina propria.

C. Amibiasis intestinal

Dentro de la amibiasis, uno de los aspectos mas importantes es el mecanismo de
penetracién de las amibas al epitelio. Para determinar el mecanismo de invasion se han
adoptado tres formas de estudio: 1) el examen de biopsias de pacientes con amibiasis,
2) examen de cortes de la mucosa intestinal de animales inoculados experimentaimente
con amibas, 3) sistemas de estudio in vitro con células en cultivo.

Estos diferentes sistemas han permitido obtener diversos resultados de fa
interaccién amiba-células de! huesped.

1. Biopsias humanas

Prathap y Gilman (1970) describieron ia evolucion de las lesicnes colénicas iniciales en
hiopsias de pacientes con amibiasis intestinal aguda. Clasificaron las modificaciones
observadas por ellos en cuatro tipos: a) lesidn inespecifica, que consiste en
engrosamiento de la mucosa; b) lesion inicial, que consiste tanto en depresién de la
superficie mucosa, que se vuelve carente de mucina, como en un cambio en la forma de
las células epiteliales de columnar a cuboidal; ¢} pequenas lesiones en el espacio
interglandular de! epitelio, sitio por el cual ocurre la invasién de los trofozoltos; y d) ta
"Olcera en matraz’ cuyos limites no se determinan claramente y abarca la mucosa y la
muscularis mucosae. Estos autores consideran que la citélisis y fa destruccion del tejido
son debidas a enzimas liberadas por las amibas.

2. Inoculacién a animales
Takeuchi y Philips (1975) propusieron una reconstruccion de la secuencia de eventos
que suceden en la invasion del epitelio cecal de cobayos infectados experimentalmente.
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Consideran que cuando los trofozoitos se encuentran en cercana proximidad a las
células epiteliales de la mucosa, las microvellosidades de las mismas se acortan, se
hacen irregulares y algunas veces desaparecen. Cuando se praduce el contacto con
la célula, el citoplasma apical de la célula epitelial se proyecta hacia la amiba, de manera
que queda un espacio al despegarse la célula dafnada de las células vecinas, por el
cual pueden ahora penetrar los trofozoitos gracias a su movimiento amitboideo, hasta
alcanzar la lamina propria. Una observacién interesante que estos autores comparten
con ofros es que la invasién inicial se efectta en la superficie interglanduiar del epitelic.
Consideran ademas que un producto de las amibas causa los cambios focales iniciales
que sufren las células epiteliales y que los productos originados por la lisis de los
laucocitos polimorfonucleares contribuye a la invasidn posterior de las amibas a través
de la lamina propria.

3. Sisternas in vitro

Knight y colaboradores (1974) empleando monocapas de células de riién de conejo en
cultivo observaron que las lesiones detectables con el microscopio electrénico se inician
cuando los trofozoltas establecen contacto con las células (el medio de cultivo usado
por las amibas no produje dano). En los estadios iniciales de la interaccién no se
encontré dafo en la membrana plasmatica, sino mas bien en alguncs componentes
citoplasmicos, especialmente las mitocondrias, las cuales mostraron vacuolizacién y
pérdida de las crestas. Cuando la interaccidn fue prolongada se observaron dafos
focales en la membrana plasmética. Los autores concluyeron que el efecto citopético
se debe a enzimas liberadas por la amiba, pero es necesario un estrecho contacto
amiba-células blanco para que el dafno se produzca.

D. Propiedades eléctricas de los epitelios

1. Transporte de iones

Algunos tejidos de animales estan compuestos por células agrupadas sélidamente y la
solucién que las rodea y bana, el liquido intersticial. El plasma de las células o liquido
intracelular y el liquido intersticial son similares; ambos consisten de agua y de igual
numero de particulas disueltas por unidad de volumen. La barrera funciona!l entre el
liquido intersticial y el intracelular es la membrana celular, que restringe severamente el
intercambio de material. Las diferencias entre e! liquido intersticial y el intraceluar son
mayores que sus similitudes. Para nuestro caso, hay dos diferencias importantes (i) ia
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concentracién de sodio (Na*) y cloro (C!') son mucho mas altas en el liquido intersticial
que en el intracelular, justamente lo contrario que para el potasio, cuya concentracion es
maés alta intracelularmente que intersticialmente; (i) hay una diferencia de potencial
eléctrico entre el liquido intersticial y el intracelular,

Por tanta, las células trabajan para mantener la composicién que es 6ptima para
su sobrevivencia. Esta no es una funcién especializada; las células responden a cualquier
cambio del medio interno arregiando la compasicidn iénica al de una célula normal. Par
ejemplo, mientras que células tales como las neuronas tienen como funcién primaria
mantener los canales dependiente de voltaje, también transportan iones para que la
composicién intracelular de electrolitos sea favorable para el funcionamiento celular, Esta
dltima funcidn viens a ser mas complicada en células epiteliales cuya funcién primaria es
el transporte de iones. Asl, las células epiteliales literalmente luchan para sobrevivir
porque en ellas la regulacién de la composicidn ionica intracelular es un balance entre
la velocidad de entrada de iones y la velocidad con que los mismos iones salen de la
célula (Lewis y Wills, 1981).

En el colon de vertebrados puede afectarse el transporte neto de sales, y por
tanto de agua, en la direccion de absorcion o de secrecién, dependiendo del estado
hormonal del animal y de la presencia o ausencia de agentes patégenos. La base iénica
para este flujo de sales es relativamente compleja y no bien comprendida, pero parece
involucrar el transporte activo {acoplado metabolicamente) de Na*, Cr, K™ y HCO,, asf
come el moevimiento de estos iones. Los canales idnicos juegan un papel importante en
cada uno de estos procesos de transporte {Dawson, 1551).

En el madelo cldsico de Koefoed-Johnsen y Ussing (KJU) (1958) para fa absorcién
de Na* electrogénico, la polaridad de las células de absorcién, que es esencial para el
transporte transcelular, es producida en parte por la disposicién asimétrica de clases
espacificas de canales idnicos. La membrana apical es postulada para canales selectivos
a Na*, amilorida-sensibles, que facilitan la entrada de Na* a la célula bajo un gradiente
de potencial electroquimico favorable, mientras que la membrana basolateral es
dominada por canales de K* que permiten la salida del K* acumulado en la célula por
la ATPasa-Na/K. Como la estequiometria de la ATPasa-Na/K es de 3Na:i2K, y la
concentracion intracelutar de K es mayor. Dawson y Halm (31984) anadieron canales
apicales al modelo basico de KJU. La célula permite la secrecidn activa de K*, y el
balance entre el reciclaje basolateral de K* y fa secrecion apical del mismo serfa
determinado por fa conductancia relativa de K* y la permeabilidad de ellos en las dos
membranas.
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En e! colon de mamiferos fa absorcion activa de Na+ ocurre propiamente a través
de las células de la superficie, mientras que la secrecién de sales est& a cargo de las
células de las criptas, las que transportan Cl. Ei modelo consenso para la secrecién
activa de Cl' (Binder y Sandle, 1987; Dawson y Richards, 1990; Wilkinson y Dawson,
1088), el determinante principal para el fiujo secretor de sales y agua. La asimetfadea la
membrana requerida para el transporte secretor de Cl' es dada por canales de CI
localizados en la membrana apical y canales de K* basolaterales. Aqul el transporta
transcelular requiere también no sdlo de la salida apical de Ci, sino también del fiujo
basolateral de K* hacia fuera. En este modelo el peso del K* reciclado es mejor nivelado
porque éste puede entrar a fa célula por la via del cotransporte de Na:K:2Cl come por
la ATPasa de Na/K. A este modelo basico de secrecién también es necesario anadir los
canales apicales de K* propuestos para el modelo de basico de absorcién.

En la adicién de los canales apicales de K* es interesante contrastar la capacidad
secreteria de ambos modelos. Considerar por ejemplo, el caso limitante en el que todo
el K* que entra a la célula a través de la membrana basolateral es secretado (la
conductancia apical de K* es mucho mayor que la basolateral), La adicién del
cotransports incrementa la velocidad potencial de entrada basolateral de K* 1al que, para
la misma velocidad de intercambio de la ATPasa de Na/K y suponiendo estequiomstria
fija (3Na:2K y 1Na:1K:2Cl} la méaxima velocidad secretoria en “steady-state" para el
modelo secretor es més del doble que para et modelo de absorcién (Dawson, 1991).
Hay que notar que este resultado se basa en parte en la suposicién de que en el modelo
sacretor el Na* es reciclada en la membrana basolateral,

2. Diferencia de potencial, corriente de corto circuito, i ia y condt i

La diferencia de cargas dadas por los iones hace del epitelio

un capacitor, compuesto de dos conductores, el lado mucoso y el lado seroso,
separados por un aislante: la pared intestinal. Como los iones pueden penetrar la pared
intestinal de manera limitada, el intestino no es un capacitor perfecto.

Cuando la vejiga urinaria o piel de anfibio es montada entre dos hemicamaras de
cémaras de Ussing (Fig. 1), y banada con soluciones idénticas en sus dos superficies,
ia solucidn serosa es eléctricaments positiva respecto al medio mucoso. Cuando se pasa
corriente eléctrica a través de! tejido desde el medio seroso al mucoso, aumenta la
diferencia de potencial trasepitelial (DP) espontdnea es incrementada; el tejido es
hiperpolarizado. El paso de corriente positiva en la direccidn opuesta despolariza el
tejido, reduciendo el valor espontadneo o el circuito abieto de DP. Con el paso de
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suficiente corriente despolarizante, la diferencia de voltaje entre las dos fases acuosas
externas puede ser reducida a cero. Bajo estas condiciones, se dice que la preparacién
ost4d en estado de coro circuito y la corriente necesaria para fijar el voltaje de la
preparacién a 0 ImV es llamada corriente de corto circuito (lcc) (Civan, 1983).

Por tanto, DP es la diferencia en carga eléctrica entre el lado seroso y el mucoso
de tejido epitelial, que es debido a diferencias en la concentracién de iones. La fcc es la
cantidad de corriente continua necesaria para nulificar la DP. La resistencla (R) resulta
del cociente de DP {voltios) entre lce (amperios/cm?). La conductancia total del tejido,
representa la reciproca de la resistencia del tejido {i.e.. 1/R de! tefido). La permeabilidad
de un tejido intacto a las cargas eléctricas dadas por los iones es debida a los flujos
transcelular y paracelular (Fasano et al., 1990).

La mucosa intestinal se parece a otros epitelios que transportan Na*, tales como
la piel y la vejiga urinaria de anfibios, puesto que se encuentra en ellos DP e Icc que
normalmente resultan del ransporte activo de Na* desde la capa mucosa a la serosa
{Frizzell et al., 1876; 1978). La mucosa intestinal también se comporta de manera similar
alos otros epitelios en su respuesta a factores o fa&rmacos que afectan el transporte de
sodio.

E. Agentes que afectan las propiedades eléctricas
1. Férmacos

a. Vasoprasina y aldosterona
La vasopresina (hormona diurética) tiene grandes efectos sabre los epitelios de
transporte: incrementa la permeabitidad al movimiento de agua a través del epitelioy el
transporte activo de sodio. Experimentos en vejiga de sapo mostraron que que Ya lcc y
el transporte de sodio son estimulados por bajas concentraciones de vasopresina; los
incrementes en la permeabilidad hidrosmética en vejiga requieren una concentracién
mayor de vasopresina (Wright y Snart, 1971). El incremento en la permeabilidad al Na*
por la vasopresina permite mas entrada de Na® a las células epiteliales, la que lleva a
una extrusién mayor de Na™ de la célula, incrementando la capacidad de bombeo
(Handler y Orloff, 1973).

Existen evidencias que apoyan la hipdtesis de que el AMP ciclico {AMPc) es e}
mediador intracelular de la vasopresina. Se ha visto que la elevacién en el AMPc del
tejido es precedida de un aumento en la lcc en vejiga de sapo (Sapirstein y Scott, 1973).
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Frizzell et al. {(1976) encontraron que en colon de conejo la adicién de AMPc 7.5 mM en
ambos lados del epitelio incrementa la lcc, 2.5 veces y mas que el cbservado por Field
(1971) en fleon.

La aldosterona estimula el transporte transepitelial de sodio. Frizzell y Schultz
(1978) mostraron que segmentos de colon descendents de conejo responden a la
aldosterona (después de un periodo lag de 30 a 60 min) con un incremento marcado en
Icc, un incremento equivalente en la velocidad de absorcion activa de Na+ (™) y una
calda en la resistencia del tejido, La aldosterona también provoca un incremento
marcado en el infiujo unidireccional de Na* dentro de la célula a través de la membrana
mucosa (tiempo cero"), el cual no difiere significativamente del incremento en lcc.

c. Prostaglandinas

La prostaglandina E, estimula el transporte de Na+ a través de los epitelios. Esta
estimulacién puede ser potenciada por teofilina, sugiriendo que la prostaglandina E,
actia estimulando la adenilato ciclasa, En piel de rana la respuesta a prostaglandinas
tiena variaciones estacionales, en estaciones calurosas la lcc de ia piel de rana es
estimulada marcadamente mientras que en invierno hay una respuesta pequeiia, La
prostaglandina E, y la vasopresina estimulan la Icc y causan un decremento en la
resistencia del tejido. El tratamiento de piel de rana con prostaglandina E, exégena,
incremeanta los niveles de AMP ciclico, que permiten también un aumento en lcc. El
transporte de Na*, medido por la Icc, decrece con la adicidn de 4acido acetilsaliclico,
4cido mefenamico, paracetamot y fenilbutazona. La indometacina tiene un periodo corto
de estimulacién de fcc seguida por un largo periodo de depresion (Hall y O'Regan,
1975).

d. Otros reguladores enddégenos del transporte

La angiotensina 1 a concentraciones de 2 X 107 a 2 X 10° M produce un incremento
significativo en la permeabliidad do los epitelios. La angiotensina il estimula 12 lcc en
preparaciones de piel de varios tipos de ranas (Coviello et al., 1976).

Se ha reportado que la prolactina estimula el transporte de Na* y la Icc en vejiga
de sapo de forma similar al de la vasopresina {Debnam y Snart, 1975).

Se sabe que la norepinefrina incrementa la permeabilida a agua y el transporte
activo de sodio en piel de anfibios. Capas de células epiteliales aisladas de piel de rana
responden a bajas concentraciones de norepinefrina con un incremento en fa
permeabilidad al agua y en la lcc. Las catecolaminas (10° a 10® M) incrementan la Icc
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y la DP en piel de rana. Los bloqueadores beta adrenérgicos inhiben la estimulacién de
la lcc por catecolaminas, mientras que los alfa adrenérgicos no tienen efecto. La
norepinefrina y la epinefrina causan un incremento en la icc de vejiga de sapo. La
elevacién de la lcc por norepinelrina es inhibida casi completamente por bloqueadores
alfa adrenérgicos pero no por los beta adrenérgicos (Wood y Tomlison, 1974).

La insulina estimula el transporte de Na* y la lcc en la vejiga de sapo,
presumiblements por una accién saobre la bomba de la membrana basolateral de las
células epiteliales. Se ha encontrade que la insulina liene un efecto sinérgice con la
vasopresina en la estimulacidn de Ia Icc en vejiga de sapo; la estimulacién resultants de
la aplicacién simultinea de ambas hormaonas excedi6 la suma aritmética de los efectos
estimulatorios de las dos hormonas por separado (Wiesmann et al., 1976).

e. Glucésidos digitales y diuréticos

El glucésido cardioténico, ouabalna, es reconocido como un inhibidor especifico de fa
ATPasa-Na/K y ha sido extensamente usade en estudios de transporte para inhibir la
etapa de bombeo active de Na*. Es posible encontrar una concentracién de cuabafna
justamente adecuada para bloquear la actividad eléctrica espontinea de epitelios de
transporte de Na*. La adicién de ouabaina 10* M a la solucién mucosa y a la serosa
seguida de un periodo control resulta en un caida lenta en lcc el cual llega a un valor
nulo en 20 min. La absorcion activa de Na* fue esencialmente abolida en presencia de
ouabaina. La inhibicién de J* neta es enteramente atribuible al decremento en J*
mucosa-serosa con ningun cambio significativo en J*™ serosa-mucosa (Frizzell et al.,
10786).

La amilorida surgid como una herramienta farmacolégica muy Gtil para la
elucidacion del mecanismo de transporte de Na* en epitelios. E! bloqueo por amilorida
es a través de su unién al sitio de entrada del Na* en la membrana apical y por compaetir
con el sodio por este sitio. La amilorida, una vez unida, evita la unién del Na* a este
sitio. La adicidn de amilorida a la solucién mucosa resulta en una cafda répida de lcc a
cero, mientras que su adicidn al lado seroso no tiene efecto sobre Icc. La absorcién
activa de Na* y la lcc son inhibidas marcadamente por la adicién de amilorida 10° M a
la solucién mucosa. El decremento en el flujo neto de Na* es debido al decremento en
J™¥ mucosa-serosa (Frizzell et al., 1978). El influjo unidireccional de Na* en el epitelio
desde la solucién mucosa de colon descendente de conejo, determinada bajo
condiciones de corto-circuito, comprende dos componentes: Une representa la entrada
de Na+ a las células epiteliales y es abolido por amilorida, que también inhibe la
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absarcién de Na*; el otro representa ia entrada difusional de Na* a través de la via
paracelular (Frizzell y Turniheim, 1978).

f. Férmacos que actuan sobre la membrana

El antibibtico anfotericina B, usado extensamente en estudios de transporte epitelial,
actia inespecificamente incrementando la permeabilidad de la membrana celular. Los
efectos de la anfotericina B sobre lcc y conductancia ocurren en funcién de la
concentracion de anfotericina enla solucidn mucosa; con cancentraciones crecientes (>
25 ug/mil) la conductancia aumenta indefinidamente. En contraste, la lcc aumenta hasta
llegar a una meseta y aumentos posteriores de anfotericina no producen un incremeanto
adicional de lcc. La adicidén del antibiético a la solucidn serosa no tiene efecto sobra la
lce y la conductancia (Frizzell y Turnheim, 1978).

Se ha encontrado que el dietiléter y el metoxifluorano, dos anestésicos inhalables,
tienen una influencia bifasica sobre Ilcc y DP en piel de rana; estimulan ambos
parametros eléctricos y luego los disminuyen. Esta respuesta bifésica fue preservada
después de la preestimulacién de icc con vasopresina o insulina (Szuic y Knapowski,
1975).

El para-cloromercuribencén sulfonato estimula la lcc en vejiga de sapo, sélo
cuando el compuesto es aplicade en el lado mucoso; el efecto se debe a un incremento
en el flujo de Na* de 'a mucosa a la serosa (Spooner y Edelman, 1976).

2. Microorganismos infecciosos
Dentro de ios mediadarss de o secrecidn de elactrdlitos en el intestino se incluyen el
sisterna adenilato ciclasa-3',5"-AMP ciclico, el sistema guanilato ciclasa-3',5'-GMP ciclico,
y el calcio (Field, 1879; Frizzell y Heintze, 1879). Aunque el sistema de adenilato ciclasa-
AMPc fue el primer mediador identificado de la secrecién de electrélitos, no se sabe
como este sistema se involucra para causar la secrecidn intestinal in vivo. La secrecién
intestinal inducida por |a toxina de colera, 1as prostaglandinas y la enterotoxina termolabil
de Escherichia coli parecen estar relacionadas causalmente con el incremento de
actividad de adenilato ciclasa en la mucosa (Field, 1974); las explicaciones de olros
mecanismos son menos claras.

La mayoria de los parasitos intestinales que tienen efecto sobre la secrecion o
absorcion de iones estan relacionadas con la produccién de diarrea.

Latoxina de colera purificada anadida del lado mucoso de preparaciones de ileon
de humano montadas en cdmaras de Ussing causa un movimiento neto de Na+ de 0.6
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=+ 0.8 pEg/cm™h y una secrecién neta de Ci significativa, (fiujo neto de CI -2.9 = 0.9},
mientras que el fleon normal tiene un movimiento neto de Na+ de 2.6 uEq/cm™h. Este
efecto es similar al obtenido cuando se agrega teofilina (inhibidor de la fosfodiesterasa
de nucledtidos ciclicos) a la preparacién, por lo que se sugiere que ambos agentes
actian sobre el mismo mecanismo de transferencia de iones (Al-Awqati et al., 1973).

El efecto de la enterotoxina termoestable de £. coli (ST) sobre la secrecién alcalina
y la DP transepitelial han sido reportados en segmentos denervados de yeyuno, fleon y
colon proximal de rata. La ST causa un incremento en la secrecién alcalina en ysyuno
perc no en fleon o colon. El efecto de ST sobre gl yeyuno puede ser debido a una
estimulacién de la secrecién de bicarbonato y/o una inhibicién del intercambiador
Na+/H+. Con respecto a DR, la ST causa un incremento de la DP colénica, mientras que
solamente provoca una respuesta pequeria sobre el yeyuno, y no tiene efecto sobre DP
del ileon. Los efectos de lidocaina sobre la DP y la secrecidn afcalina fueron similares al
de hexamstonio, disminuyendo los efectos de ST sobre la DP y causando una pequena
inhibicion de la secrecién alcalina por ST. Estas evidencias sugieren que la ST ejerce, por
via nerviosa, una profunda influencia sobre el mecanismo de transporte yeyunal
responsable de los cambios en DP, mientras que la influencia sobre la secrecién alcalina
parece no ser mediada por los nervios de {a vfa entérica. Asf, el punto de control de los
nervios entericos sobre la funcién epitelial difiere para las diferentes funciones de
transporte (Tantisira et al., 1990).

Las cepas enteroinvasoras de £ coli (EIEC) son la causa de enfermedades
diarréicas y disenterla en nifios, Sobrenadantes y ltsados celulares de dos cepas de EIEC
probadas en asas ileales de conejo, ambas estimularon una moderada acumulacién de
llquido sin dafo al tejido; la actividad secretoria fue confirmada en camaras de Ussing,
donde ambas cepas bacterianas incrementaron significativamente la Icc sin afterar ia
conductancia del tejido (Fasano et al., 1990).

E! envenenamiento por ciguatera es un sindrome cifnico que consiste en una
combinacién de sintomas gastrointestinales y neurolégicos que ocurren después de
comer pescado que contiens la toxina. Para definir los mecanismos patofisioldgicos dsl
componente diarreico de esta enfermedad se ha examinado sl efecto de preparaciones
crudas o fraccionadas de la toxina sabre segmentos de ileon de conejo en el modsio de
las cdmaras de Ussing. Ambas preparaciones de la toxina causan un incremento notable
de DP transepitelial e Icc. La actividad enterotdxica parece ser mediada por caicio. Se
examiné la mucosa intestinal por microscopfa de luz y no se encontrd daio en las
preparacionss usadas (Fasano, et al. 1991},
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Se han encontrado cambios en el transporte de iones de! intestino delgado en
respuesta al nematodo parésito Trichinefla spiralis. El transporte neto de iones por
yeyuno de ratas inmunizadas contra T, spiralis en preparaciones retadas con antigenos
derivados del par4sito medido en camaras de Ussing, expresa répidamente una
elevacién bifasica y una calda en la lcc. El reto antigénico del yeyuno sensibilizado causé
la liberacién de 5-hidroxitriptamina, histamina y prostaglandina E, (Castro et al,, 1987),
que se sabe afectan el transporte de sodio.

Existen otras situaciones patolégicas que pueden tener efecto sobre el transporte
transepitelial de Na' en el intestino.

Se ha encontrado una dependencia del calcio en los cambios inducidos por
serotonina en el transporte de electrélitos del fleon de conejo. En presencia de
concentraciones estandar de calcio (1.2 mM) en el iado seroso, la serotonina aplicada
del lado seroso causa un incremento transitorio de lcc y un decremento prolongado en
ol flujo de Na' y Cl. La falta de calcio (mas EGTA) del fado seroso pero no del lado
mucoso inhibe el incremento de icc ileal inducido por serotonina y bloquea
completamente los efectos de la serotonina sobre el flujo neto de Na' y CI. Por esto se
postula que la serotonina afecta el transporte intestinal de electrélitos por un mecanismo
que depende del caicio del lado seroso pero no del mucoso e involucra un incremento
en la permeabilidad de la membrana plasmatica intestinal al calcio, y quizés un
incremento en el calcio intracelular (Donowitz et al., 1980).

La via de transporte de electrdlitos en la mucosa coldnica distal de pacientes con
enfermedades no inflamatorias e inflamatorias (colitis ulcerativa, colitis de Crohn) del
intastino grueso ha sido estudiada in vitro con téenicas electrofisiclégicas. Los tajidos no
inflamados mostraron un sustancial transporte electrogénico de Na® sensible a amilorida.
En contrasts, los tejidos inflamados pero estructuralmente intactos, mostraron solo un
modesto grade de transporte electrogénico de Na', incrementos en la conductancia total
del tejido y en ta conductancia de la membrana apical y un incremento del 100% en el
contenido del dcido araquidénico de la fraccion membranal de homogenados de
mucosa. La conductancia total del tejido fue mas alta en tejido inflamado que en el no
inflamado en presencia de gradientes transepiteliales de Na' y K, sugiriendo una
ampliacién del paso de iones y cationes por la mucosa en colitis aguda (Sandle et al.,
1990).

3. E. histolytica
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Se ha reportado actividad citotéxica y enterotSxica de la cepa HM1 de E. hisrofyﬂca en
preparaciones iibres de células. La secrecién amibiana de estas sustancias ha sido
postulada como mecanismo que cantribuye a los procesos de Ia enfermedad
{Lushbaugh et al,, 1979).

Con el objeto de estudiar el efecto citopatico de las amibas sobre células
epiteliales en cultivo a tiempaos cortos, Orozco et-al. (1982) han utilizado técnicas de )
microscopla electrénica {ME) que incluyeron el uso de marcadores macromoleculares
y mediciones de la resistencia eldcirica transepitelial (RET) de los opnehos on cultivo en
contacto con los trofozoitos vivos y con extractos amibianos cnoplésmlcos Los registros
electrofisiolégicos de la RET detectaron dario en las monhocapas celulares a lps 2minde
la intaraccién de los trofozoitos con fas células epiteliales. El dafio fue progresivo a través
del tiempo y méximo a los 60 min. Estos resultados y los obtenides por ME, donde se
observé el paso del trazador molecular, sugieren que lamanocapa celular presenta daio
funcional mariifiesto por la apertura de las uniones herméticas. )

McGowan y Donowitz {1988) han discutido el pape! de los secretagbgos en la
patofisiologfa de la diarrea que ocurre en la infeccion por £. histalytica. Encomraron que
los lisadas de E. histolytica afectan e! transporte elsctrélitico cuando son anadldos al lado
seroso de fleon de consjo o colon de rata (McGowan et al, 1983): Los ‘cambios
producidos por los lisados fueron similares a los que ocurren por varias sustancnas
neurchumorales. Este mismo grupo encontré que los lisados amibianos’ contlsnen :
seratonina, neurotensina y sustancia P inmunoreactiva {(McGowan y Donowitz, 1988) El
efecto de los lisados sobre el transporte electrolitico fue parcualmente mhlbldo por '’
anticuerpes anti-serotoning. Rscisniemants este grupo (McGowan et al., 1990) reponé
que el efecto de los lisados sobre el transporte tiene dos componentes;” unp ca)c!o-
dependiente y el otro calcio-independiente; ademas, muestran que los m’etat{ol'nqs del
acido araquiddnico de la via de ciclooxigenasa probablemente estan invotuciados en los
cambios inducidos por E. histolytica en el transporte colénico, que no dependen de la
entrada de calcio. Mostraron también que existe una estimulacién de ‘la sintesis de
prostaglandinas E, en la mucosa colénica de rata por los lisados amibianos {que no
contienen PGE,) y que el efecto de los lisados es parcialmente inhibido por PGE.,
indometacina, peroxicana y mepacrina y que Ios lisados incrementan significativamente
el contenido de AMPc coldnico. Por lo anterior sugieren que las neurchormonas
presentes en E. histolytica pueden actuar directamente sobre el tefido colénico para
estimular Ja secrecién intestinal, probablemente a través de un mecanismo calcio-
dependiente bloqueable por verapamil, o indirectamente por la estimufacién, generacién
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y liberacién de PGE, del colon de rata mediante un mecanismo AMP-dependiente. Estos
efectores parecen ser separados; la sacrecién dependiente de AMPc es el mecanismo
predominante en aste modelo de diarrea colSnica amibiana (McGowan et al.,, 1950).

4. inmunofisiologia

En 1982 Castro reviso la relacidn entre las células epiteliales y la lamina propria. Su tesis
principal fue que las células de la famina propria regulan la funcién de las células
epiteliales y para el estudio de esta relacién y de los elementos del tubo digastivo
propuso el terminc de inmunofisiologla.

Ltos estudios de las infecciones intestinales por neméatodos revelan que los
elementos de la Jamina propria, a través de sus capacidades inmunoldgicas contribuyen
al contral de la estructura y funcion epitelial. Las evidencias muestran que las células no
epiteliales influencian directa, indirectamente © de ambas maneras la morfologia de las
vellosidades intestinales y la estructura, diferenciacién, secrecion y absorcidn epitelial
(Castro, 1982).

E! transporte neto de iones por yeyuno de ratas inmunizadas con T. spiralis en
preparaciones retadas con antigenos derivados del parésito mostré rdpidamente una
elevacién bifésica y luego una cafda en la lcc. El incremento en la lcc fue disparado por
anafilaxis en la mucosa. El reto antigénico del yeyuno sensibilizado causé la liberacion
de 5-hidroxitriptamina, histamina y PGE, sugiriendo que la 5-HT, la histamina y la PGE,
maediante inducion por el antigeno cambian a lcc del epitelio yeyunal a través de una
estimulacion mediada directa y neuraimente (Castro et al., 1987).

La infiusncia de la reaccién inmunolégica sobre el transporte de electrélitos y
fquidos s expresada dramalivainenie después de fa estimulacion antigénica. En la
triguinosis murina, la secrecién de liquidos ocurre varios dias después de la infeccién
primaria, pero en una infeccién secundaria ocurre en minutos (Castro et al., 1979). In
vitro, los cambios en el transporte de iones son detectables segundos después de la
estimulacién antigénica. La secrecidn neta da Cl es inducida por retos antigénicos en
intestino aislado de ratas infectadas con T, spiralis (Russell y Castro, 1985).

Se ha reportadn también que los parasitos causan cambios funcionales y
anatémicos en la capas musculares de la pared intestinal. En el intestino delgado de
ratas infectadas con Nippostronglylus brasiliensis se encontré un engrosamiento
marcado de fa capa muscular externa. El incremento en la masa muscular fue debido a
hipertrofia de la capa muscular longitudinal, Observaciones andlogas han sido reportadas
en ratas o cuyos infectados con T spiralis, ratas con Moniliformis dubius, caballos con
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Parascaris equorum y cerdos con Ascaris suumm. Las causas del incremento muscular
en estas infecciones es desconocido pero pueden involucrar efectos fisicos del paréasito
o mediadores quimicos de la inflamacion (Castro, 1989).

Observaciones sobre la regulacién inmune de la funcidn muscular implican a la
actividad del sistama nervioso entérico en fa misma vfa por la cual los antigenos inducen
respuestas efectoras. Los plexus mesentericos de cuyos infectados con T. spiralis
retados con antigenos de 7. spiralis producen cambios en la DP y la resistencia en las
neuronas (Palmer et al,, 1988). La traduccién de las senales antigénicas para provocar
cambios neuronales presumiblemente implica una respuesta iniciada por células
cebadas, sugiriendo que las neuronas entéricas del tejido intestinal sensibilizado
responden fisiolégicaments a la estimulacién antigénica (Castro, 1989).

Castro (1989) propone que en estudios futuros de los pardsitos que habitan en
el tracto gastrointestinal, serfa ventajosa o necesaria la perspectiva inmunofisiolégica
("socioldgica’) para poder reconciliar fendmenos o eventes que ne han podido ser
explicados mediante las técnicas o los conceptos de las disciplinas tradicionales.
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. Justificacion y objetivos de! trabajo

El principal obsticulo para el estudio y entendimiento de los mecanismos patogénicos
y la inmunidad local en la amibiasis intestinal deriva de la falta de modelos
experimentales agudos apropiados. Los modelos actuales producen lesiones intestinales
que son analizadas varios dias después de la inoculacién intracecal de amibas, son muy
laboriosos, y su reproducibilidad es baja.

Por io anlerior nos propusimos estandarizar y caracterizar un modslo que permita
analizar el danc a la mucosa del intestino grusso durante la interaccién inicial de
trofozoitos de E. histolytica o de sus productos.

En este proyecto cubrimos las siguientes etapas:
1. Montaje de preparaciones de segmentos de intestino grueso de conejo (con todas sus
capas) en cémaras de Ussing, para caracterizar el deterioro espontdneo de sus

propiedades electrofisiolégicas (DP, icc y R).

2. Determinacién y caracterizacion del efecto de lisados de trofozoitos de E. histolytica
sobre la electrofisiologia y la morfologia de las preparaciones.

3. Determinacién del posible efecto protectar del suero antiamibiano sobre los efectos
causados por los lisados amibianos a las preparaciones.
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MATERIALES
A. Aparatos y reactivos

1. Procedencia

Usamos los siguientes materiales: cdmara de Ussing, celdas de calomel, fijadores de
voltaje (Seccién de Bioelectrénica del Depto. de Farmacologla y Toxicologfa dsl
CINVESTAV-{PN), puentes de agar (Bacto agar Difco}, bario recirculante a 37°C (Haske,
Berlin), material de diseccién, tanque con mezcla de oxigeno al 95%-bidxido de carbono
al 5% (Aga de México, S.A.), amilorida y ouabaina de Sigma Chemical Co. (St Louis MO,
EE.UU.).

2. Registro de las propiedades eléctricas
a. Cémaras de Ussing. Consisten de dos hemicédmaras (izquierda y derecha) hechas de
lamina de pléstico acrilico {"Lucita") y compuestas de una camisa en forma de cubo de
6§ cm de lado que tienen dos salidas de agua para mantener la temperatura deseada, en
la parte interna del cubo se encuentra un cilindro con una abertura de 6 mm en uno de
sus extremos, que al unir las dos hemicamaras las comunica. El cilindro (con capacidad
para 2.5 mi) tiene una chimenea que atraviesa el cubo, y sirve para agregar medio a las
hemicamaras. Cada cilindro tisne dos pequerias aberturas en los extremnos internos que
permiten colocar los puentes de agar que comunican a las celdas de calomsl. El epitelio
se coloca entre las dos hemicdmaras sobre las aberturas de 6 mm (Fig. 1).
b. Celdas de calomel. Estan compuestas de un rectdngulo de Lucita (6 X 8 X 2.5 cm)
que contiene cuatro pozos verticales y paralelos entre si {1.5 cm de didmetro y 5 cm de
profundidad) a lo ancho. En la base de cada pozo hay un orificio atravesado por un
alambre de plata (calibre 20) unido en su parte externa a un tornillg, en donde se
conectan los cables que van a un muitifdsico con las salidas para registrar gA y mV en
el fijador de voltaje (Fig. 1).
c. Fijadores de voltgje. Et fijador de voltaje modelo “Farma 9726-2" (especialmente
redisefiado para este trabajo) fue disefiado para el registro de propiedades eléctricas
(DP e lcc) de epitelios como los de la piel, vejiga urinaria, vesicula biliar, intestino, tubulo
renal, etc. La Fig. 2 corresponde al diagrama funcional simplificado del instrumento, que
consta de 4 secciones:

i) Un circuito milivoltimetro diferencial (A), fiotante respecto a tierra, de alta
resistencia de entrada, destinado a medir a través de electrodos impolarizables externos
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(€, y E) la diferencia de potencia! entre las caras del epitelio en estudio. El dato
correspondiente aparece tanto en el medidor digital que hay en la caritula del
instrumento (a,), como en las salidas para registrador gréfico (a,).

Fig. 1. Diagrama de una preparacién de la pared del colon de conejo montada en la camara de
Ussing. B, baterfa; C, celdas de calomel; D, divisor de potencial; E, electrodos; G, fragmento de intestino
con la mucosa orientada hacia la hemicamara derecha (M) y la serosa hacia la hemicdmara izquierda (S).

ii} Un circuito fijlador de voltaje propiamente dicho {B). Este compara el voltaje del
epitelio con un voltaje interno de raferencia, ajustable. La diferencia entre estos voltajes
se amplifica méas de 20,000 veces y, si se desea fijar el voltaje del epitelio, se aplica con
signo contrario a través de los electrodos externos E. y E.. Esto hace que a través del
epitelio circule la corriente necesaria para obligarlo a manifestar entre sus caras un
potencial practicamente igual al de referencia. Cuando se elige que este valga 0 voltios,
el epitelio queda en condiciones de corto circuito. La llave Li-Ll, at abrirse, cancela la
accion de la seccidn fijadora, y permite al epitelio manifestar su diferencia de potencial
espontanea.

iii) Un circuito medidor de la corriente inyectada al epitelio (C). Su valor aparece
tanto en el medidor digital (c) colocado en la cardtula del instumento, como en las
salidas (c,) para registrador gréfico.
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EPITELID

Flg. 2. Diagrama tuncional simplificado del fijador de voltaje modeio *Farma 9726-2'

B. Soluciones
1. Soluciones madre

a. NaCi 2.5 M. Se pesaron 14.61 g de NaCl, que se disolvieron y se aforaron a 100 mi
con agua destilada.

b. NaHCO, 0.5 M. Se pesaron 46.5 g de NaHCO,, que se disolvieron con sgitacién y se
aforaron a 500 m! con agua destilada caliente.

c. KCl 3 M. Se pesaron 22.36 g de KC|, que se disolvieron y se aforaron a 100 mi con
agua destilada.

d. NaHPO, 1 M. Se pesaran 13.78 g ds NaH,P0..4H,0, que se disolvieron y se aforarcn
a 100 ml con agua destilada.

. MgS0. 1 M. Se pesaron 24.64 g de MgS0..7H,0, que se disolvieron y se aforaron a
100 mi con agua destilada.



E. Femando Navarro Garcia - . a3

f. CaCl, 0.1 M. Se pesaron 1.47 g CaCi,.H,0, que se disolvieron y se aforaron a 100 m!
con agua destilada.

2. Electrodos, puentes de agar y celdas de cafomel

a. Solucién saturada de KCI. Se llevé a ebullicién una solucién de 200 mi de KCI ai 40%,
luego se colocd en un agitador magnético y se le agregaron 2 g de HgCl y 2 gotas de
mercurio metélico con una pipeta Pasteur. La mezcla se agité con un agitador
magnético 30-45 min y finalmente se dejé repesar a temperatura ameiente por lo menes
un dia,

b. Pasta para los electrodos. Se mezclaron en un mortero 6 g de

KCl 'y 6 g de HgCl, a los que se adicionaron 3 g de Hg metélico. Se mezcl6 bien hasta
obtener un coior gris uniforme. Finalmente se agregaron 15 ml de la solucién saturada
de KCI. La pasta se usd después de por o menos un dia de reposo.

c. Puentes de agar. A 100 mi de KCI 3 M {casi a ebullicién) se anadieron 3 g de agar;
la mezcla se calentd en el horno de microondas hasta fundir el agar. Mientras el agar
estaba fundido, se llenaron con una jeringa y aguja segmentos de tubo de polietileno de
3/32" de didmetro interne y 30 cm de largo. Posteriormente se dejé solidificar el agar y
los "puentes” (i.e, los tuboes llenos de agar) fueron colocados en un frasco dmbar de 100
ml con tapdn de rosca que contenia KCl 3 M, y se almacenaron a 4°C.

e. Preparacién de las celdas de calomel. Se colocaron primero volimenes de 1.5 ml
de mercuric metélico en cada una de las celdas y luego se agregd 1 ml de pasta para
electrodos en cada celda hasta cubrir el mercurio. Posteriormente, sin remover ia pasta
so afiadiercn o cada ceolda 2 ml do solucién saturada do KCL S usé después ds por i
menos 24 h de reposo.

3. Solucién de Ringer y medio TP

a) La solucidén de Ringer se preparé de acuerdo a la Tabla 1
b) El medio TP de cultivo se prepard de acuerdo a la Tabla 2

4. Soluciones para microscopla
a. PBS, pH 7.4. Se pesaron 6.5 g de NaCl, 2.8 g de KHPO, y 0.4 g de KH,PO, que se
disolvieron y aforaron a 1000 ml con agua destilada, se ajusto el pH a 7.4 con HCi 1 N.
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Tabla 1. Preparacion de la solucién de Ringer

Para Concn
Adiclanes 500 m! (mM)
1) NaCl2 M 27.50 mi 110.0
2) NaHCO, 05 M 25.00 mi 250
3) KCI3I M 0.83 ml 50
4) NaHPQ, 1 M 0.60 mi 12
5) MgSO, 1 M 0.60 m! 1.2
6) Glucosa 063g 7.0
7) Acetato de sodio anh 041g 10.0
8) Ajustar a pH 7.4
9) CaClL o1 M 5.00 mt 1.0

‘Afadir lentamente para evitar su precipitacion

Tabla 2. Preparacién del medio basal TP

Para:

Pesar 1000 m! 500 ml
1) Peptona de caseina 100g 509
2} Panmede 2009 1009
3) Glucosa 5049 2549
4) Lcisteina 1.0g 059
5) Ac. ascérbico 02g 01g
6} NaCl 509 25g
7) KH,PO, 06g 03g
8} KHPO, 1.0g 05g

9) Ajustar a pH 7.0

10) Esterilizar 15 min a 20
lo/puly’

34
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b. Formaldehido al 4%. Se anadieron 10 m! de Formaldehido al 40% a %0 mi! de agua
destilada.

¢, Cacodilalo de sodio 0.2 M, pH 7.4, Se pesaron 21.4 g de cacodilate de sodio anhidro,
que se disolvieron en 125 m! de agua destilada y se le agregd HCI 1 N hasta ajustar el
pH a 7.4. Se aforé a 500 m! con agua destilada.

d. Glutaraldehido al 2.5%. Se anadieron 10 ml de glutaraldehido al 8% a 22 ml de
cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4.

e. Mezcla de lavado. Se pesaron 10 g de sacarosa, que disolvieron y se aforaron & 10
ml con cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4.

f. Os0, &l 1%. Se prepara una solucién madre al 2% disolviendo una capsula de 1 g en
50 ml de agua destilada e inmediatamente antes de su uso se diluye con un volumen de
cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.4, por tanto queda una solucion de OsO. al 1% en
cacodilate de sedio 0.1 M, pH 7.4,

5. Mezclas con actividad biol6gica

a. Amilorida 10* M. Se pesaron 2,66 mg de amilorida y se disalvieron en 1 ml de agua
destilada.

b. Quabaina 10’ M. Se pesaron 7.28 mg de ocuabaina y se disolvieron en 1 ml de agua
destilada.

c. Lisados amibjanos. Se colocaron 25,000, 50,000 o 100,000 trofozoltos de Entamoeba
(histolytica o invadens) en 0.5 ml de medio TP v se mantuviercn eon nitrégsno liquido.
Lisabamos a los trofozoitos por descongelacién brusca con Ringer o medio TP a 37°C
al momento de su uso.

d. Suero humano al 10%. Se anadieron 250 u! de suero humano {(normal o inmune) en
las hemicdmaras de Ussing que contenfan 2.5 mi de solucion de Ringer.
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METODOS

A. Preparacién de los experimentos

Antes de iniciar cada experimento encendemos el fijador de corriente y el baiio Hagke
(ajustado a 37°C). Revisamos las celdas de calomel para asegurarnos que no se han
mezclado las capas de mercurio con la pasta y que la solucidén saturada de KC! se
encuentra en el nivel adecuado (aproxirmadarmente 3 ml). Conectamnos los electrodos de
plata de las celdas al fijador de corriente, mediante los cables correspondientes.
Verificamos el voltaje del fijador de corriente con el epitelio artificial y lo ajustamos a cero
en corto circuito, Nos aseguramos que los puentes de agar no contengan burbujas de
aire.

B. Obtencién del colon

Anestesiamos un conejo Nueva Zelanda (1.5 a 2 Kg) macho, con 30 mg/kg de
pentobarbital sddico por via intravenosa a través de la vena marginal de la oreja, abrimos
la pared abdominal, localizamos el ciego, cortamos dos o tres segmentos adyacentes
de colon de aproximadamente 3 cm de largo y los colocamos inmediatamente en un
vaso de 150 ml con Ringer enfriado con hielo y burbujeado con 0/CO, (95%/5%).
Tomamos el segmento para montar en la cdmara de Ussing y lo fijamos con agujas
hipodérmicas sobre la superficie de una capa de parafina dentro de una caja de Petri (el
resto de los segmentos los mantenemos en Ringer frio con burbujeo, para ser usados
en caso que se requiera montar otra preparacion). Cortamos el segmento de colon
seleccionado a lo largo de la linea de insercién al peritoneo cuidando de no danar la
mucosa, y lo mantenemos (con la cara mucosa hacia arriba) extendido y fijo con agujas
sobre la parafina. Con una pipeta Pasteur lavamos el contenide {ccal del segmento
avierto y extendido con solucién de Ringer burbujeada y mantenemos el segmento en
la misma solucién.

C. Montaje en la cdmara de Ussing

Colocamos grasa de silicbn sobre las caras internas de ambas hemicdmaras
{mantenidas a 37°C con el bano Haake), luego colocamos la cara externa de la
hemicémara izquicrda sobre la mesa y sobre su cara interna (cubriendo la abertura de
6 mm de diametro) colocamos el segmento de colon, cuidando que la serosa quede
hacia abajo y la mucosa hacia arriba. Este paso debe efectuarse lo mas rapido que sea
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posible para no privar al tejido de oxigeno. inmediatamente después colocamos la cara
interna de la hemicamara derecha (previamente engrasada) sobre e! epitelio extendido.
Fijamos las dos hemicamaras y montamos la cdmara completa en su soporte (Fig. 1).
Finalmente afadimos Ringer burbujeado y a 37°C a las dos hemicamaras, conectamos
la tuberia para burbujear la sclucién dentro de ambas hemicamaras, conectamos los
puentes de agar a los compartimentos de las hemicdmaras y a las celdas de calomel
(Fig. 2). Registramos la DP e lce cada § min.

D. Tratamiento de las preparaciones

1. Amilorida. Una vez montada la preparacidn, registramos DP e icc durante 10 min para
que se estabilizara, e inmediatamente después agregamos 25 ul de amilorida 10° M en
la hemicdmara mucosa que contenfa 2.5 m! de Ringer burbujeado, por lo que la
concentracién final de amilorida era de 10° M. La preparacién se mantuvo con burbujeo
en ambas hemicamaras durante todo el experimento.

2. Ouabaina. Una vez montada la preparacidn, registramos DP e lcc durante 10 min para
que se estabilizara, e inmediatamente después agregamos 25 ul de ouabalna 10° M en
cada hemicamara {serosay mucosa), por lo que la concentracion de ouabaina en ambas
hemicamaras era de 10° M. La preparacidn se mantuvo con burbujeo en ambas
hemicdmaras durante todo el experimento.

3. Lisados amibianos

a. No preincubados. Los lisados fueron obtenidos mediante un ciclo de congelacién-
descongelacién de muestras con 25,000, 50,000 o 100,000 trofozoftos de fase log, que
habfan sido suspendidos en 0.5 ml de medio TP y mantenidas en nitrégeno liquido.
Una vez montada la preparacidn, registramos DP e lcc durante 10 min para que
se astabilizara, e inmediatamente después agregamos 0.5 ml de lisados que fueron
llevados a temperatura ambiente y mezclados con 2 mt de medio TP o Ringer a 37°C;
la mezcla fue ahadida inmediatamente a la hemicdmara mucosa resmplazando la
solucién de Ringer, en tanto que en la hemicamara serosa colocamos medio TP o Ringer
a 37°C burbujsado. La preparacion se mantuvo burbujeada solo del lado seroso despugs
de agregar los lisados.
b. Preincubados con suero. Los lisados de 25,000 trofozoitos obtenidos por congelacion-
descongelacion de muestras de 0.5 m! fueron mezclados con 250 ul de suero humano
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normal o inmune, incubados por 1 min e inmediatamente después agregados a la
hemicAmara mucosa, por lo que la concentracién final del suero era al 10% en Ringer;
en la hemicamara serosa colocamos Ringer a 37°C burbujeado. La preparacién se
mantuve burbujeada solo del lado seroso después de agregar la mezcla.

E. Fijacién y tincidén para microscopla dptica

Una vez terminado el experimento desmontamos las preparaciones de la cdmara de
Ussing y la colocamos en la caja de Petri, evitando dafiar la mucosa. Posteriormente la
preparacién se extendid con agujas hipodérmicas en la caja de Petri con la mucosa
hacla arriba, se fij6 con formol al 10% en PBS, pH 7.4. Se observé al microscopio
astereoscépico para seleccionar el &rea (comprendida entre ios 6 mm de diémetro cuyas
propiedades eléctricas fueron registradas) y se fraccioné en porciones de 2 X 6 mm.
Terminada la fijacién los fragmentos fueron lavados con agua corriente, después se
sometieron a deshidratacidn con una serie gradual ascendente de etanol, al 70%, 80%
y 96% por 2 h cada uno y cuatro cambios de etano! absoluto de 1 h cada uno. Después
de la deshidratacién se llevé a cabo la aclaracibn del material con dos cambios de 1 h
en xilol. La infiltracion se efectud en parafina a 60°C con dos cambios, uno a los 60 min
y otro a los 90 min. Finalmente los fragmentos fueron pasados a moldes metélicos e
incluldos en parafina pura a temperatura ambiente.

Los cortes, de 5 ym de espesor, fueron obtenidos con un microtomo para
inclusiones en parafina y cuchilla de acero. Los cortes obtenidos fueron depositados en
la superficie de un baifo a 60°C para extenderlos. Posteriormente fueron recogidos con
portaobjetos y depositados en una platina caliente. Una vez secos se procedié a teriirlos
con hematoxilina y eosina. Antes de la coicracidn se quild vl exceso de paraiina por
inmersidn en xilo! por 30 min.

F. Fijacion y tincién para microscopla electrénica

Desmontamos las preparaciones de la camara de Ussing y las colocamos en una caja
de Petri, evitando dartar la mucosa. Postericrmente cada preparacién se extendio con
agujas hipodérmicas en la caja de Petri con la mucosa hacia arriba, se fijé con
glutaraldehido at 2.5% en cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4, durante 2 h a temperatura
ambiente y se fracciond en porciones de 1 mm de espesor que se fijaron durante dos
horas més. Posteriormente las muestras fueron lavadas con tres cambios de 10 min en
la mezcla de lavado (cacodilato de sodio 0.1 M-10% de sararosa).
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La post-fijacién se realizd con OsO. al 1% en cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4
durante 2 h a temperatura ambiente. Luego se lavé con la mezcla de lavado durante 10
min. Se deshidratd con diferentes concentracionas de alcohol etilico {70%, 80%, 90%)
durante 10 min y en etano! absoluto tres veces durante 10 min. Inmediatemente después
se hicieron tres cambios de éxido de propileno de 10 min.

La infiltracién se hizo en una mazcla 1:1 de Epén 812.6xido de propileno. Los
viales se dejaron reposar semidestapados en una caja con sflica-gel durante toda la
noche, a temperatura ambiente. Finalmente los fragmentos fueron colocados en moldes
planos e incluides en Epon 812 y se polimerizaron en una estufa a 60°C gor 24 h.

Se obtuvieron cortes semifinos y finos en un microtomo Sorvall con cuchillas de
vidrio y diamante respectivaments. Los cortes semifinos, de 1 um de espesor, se tifieron
con azul de toluidina y se observaron al microscopio dptico. Los cortes finos de 60 a 90
nm fueron recogidos en rejillas de cobre, contrastados con acetato de uranilo al 5% por
20 min y citrato de plomo por 45 seg a temperatura ambiente y observados con el
microscopio electrénico Zeiss EM-10 del Departamento de Patologfa Experimental del
CINVESTAV.
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RESULTADOS

A. Propiedades eléctricas de las preparaciones de colon
1. Caida esponténea
Analizamos primero la cinética de la calda esponténea de DP, Icc y RE en preparaciones
de colon de conejo con todas sus capas (desde la mucosa hasta la serosa), montadas
en la cdmara de Ussing y mantenidas con solucién de Ringer burbujeada con ©J/CO, en
ambas hemicdmaras.

El valor inicial promedio de DP fue aproximadamente 5 mV, se mantuvo estable
por unos 30 min y luago cayé hasta valores nulos (0 mV) en 120 min con una velocidad
relativa del 56%/h (Fig. 3).
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Fig. 3. Caida espontanea tipica de los valores absolutos DP, lcc y R de preparaciones de colon
mantenidas en Ringer burbujeado en ambas hermicamaras con 95% 0,/5% CO,. Las preparaciones de
colon de conejo fueron montadas en camaras de Ussing, ambas hemicamaras contenfan solucién de
Ringer burbujeada con una mezcla de 85% O./5% CO, Los valores absolutos de DP e Icc fueran
registrados cada 5 min. Los valores de resistancia fuaron calculados al dividir cada valor de DP entre su
respectivo valor de lcc.

Los valores iniciales promedio de lcc fueron de 30 yA/cm', se mantuvieron unos 35 min
y luego cayeron hasta valores nulos (0 zA) en 125 min con una velocidad relativa similar
a la de ia caida de los valores de DP (Fig. 3). La RE se mantuvo casi invarible con un
valor aproximado de 185 ncm’, sin embargo cuando los valores de DP e lcc se
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aproximan a valores nulos ia RE tiende a aumentar. Los valores absolutos de DF, [cc y
RE fueron registrados cada 5 min.

Concluimos que las preparaciones completas de colon de congjo mantienen sus
propledades eléctricas por un tiempo razonable que nos permite realizar experimentos
para valorar el sfecto de agentes Gue darfen su integridad y funcionamiento.

2, Efecto de amilorida y ouabaina

Para probar si las preparaciones eran funcicnales usamos blogueadores conocidos del
transporte de sodio (Frizzell et al. 1976). Cuando agregamos amilorida en el lado
mucoso, para bloquear el intercambiador de sodio-protones, sncontramos que fa
amilorida causa un decremento gradual en los valores de DP {Fig. 4); los valores ds lcc
también tuvieron un decremento, ambos valores cayeron a valores nulos en 100 min,
mientras que los valores de RE se mantuvieron entre 120 y 90 acm’ (Fig. 4).
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Fig. 4. Efecto tipico da la amilorida sobre [os valores absoiutos de DP. lcc y R de preparaciones
mantenidas en Ringer burbujeado. Durante Ios primeros 5 min después de montar las preparaciones en
la cdmara de Ussing, ambas hemic&maras contenian solucitn de Ringer burbujeada con 0/CO,; al final
de este periodo, agregamos amilorida 10° M en la hernicdmara mucosa y mantuvimos el burbujeo en
ambas hemicamaras,
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Cuando agregamos ouabaina en el lado seroso y mucoso de la preparacitn, para
bloquear {a ATPasa de sodio-potasio, encontramos un decremento inmediate en los
valores de DP e Icc que llegaron a valores nulos en 65 min; los valores de RE parecieron
no ser afectados, ya que se mantuvieron entre 80 y 60 acrmy’ (Fig.5).
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Flg. 5. Electo tipico de la cuabaina sobre los valores absolutos de DR, lcc y R de preparaciones
mantenidas en Ringer burbujeado. Durante los primeros 5 min después de montar las preparaciones en
la cdmara de Ussing, ambas ambas hemicémaras contenian solucidn de Ringer burbujeada con O/CO,;
alfinal de este periodo, agregamos ouabalna 10° M en ambas hemicAmaras y mantuvimos el burbujeo
en ambas hemicdmaras.

Por lo anterior conciuimos que las preparaciones eran funcionales, ya que el
bloqueo del transporte de sodio con amilorida causé un decremento en lcc y DP. Con
la ouabalna, colocada en ambos lados de la cdmara hubo un decremento inmediato en
DF, icc. Los valores de RE no fueron afectados por ninguno de estos bloqueadores del
transporte de sodio. El bloqueo més rapido con ouabaina sugiere que en estas
preparaciones parece tener mas importancia el transporte de sodio mediante fa ATPasa
de sodio-potasio.
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3. Efecto del medio TP

a, Con burbujeo

Como estdbamos interesados en probar el efecto de lisados amibianos y amibas enteras
sobre fa DP, icc y RE pero sablamos (i) que la integridad y viabilidad de las amibas se
pierden rapidamente en medio salino pero son mantenidas en medio de cultivo
(Cano-Mancera y Lopez-fevilla, 1989) y (i) que las amibas son dahadas por oxigeno
(Band y Cirrito, 1973), por lo que decidimos probar cual era el efecto de! medio TP de
cultivo burbujeado con O/CO, sdlo del lado seroso {donde no ibamos a colocar las
amibas). Los valores da DP e lcc se mantuvieron estables aproximadamente 30 min y
posteriormente decayeron hasta valores nulos en 140 min con una velocidad del 68%/h,
mientras que la RE se mantuvo hasta los 120 min (Fig. 6).
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Fig. 6. Caida espontanea tipica de los valores absolutos de DR lcc y R de preparaciones
mantenidas en medio basal TP burbujeado del lado seroso. Durante los primeros 5 min, ambas
hemicamaras contenian solucion de Ringer burbujeada con 0/CO,; al cabo de este periado, la solucién
de Ringer fue reemplazada por medio de cultivo TP y el ¢ jeo continud en la hemicé
gerosa. Los valores absolutos de DP e lcc fucron registrados cada 5 min,
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b. Sin burbujeo
Cuando cambiamos la solucién de Ringer a medio TP sin burbujear después de 5 min

de haber montado el intestino en la cAdmara de Ussing, encontramos un decremento
inmediato en los valores de DP e lec (Fig. 7).
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Fig. 7. Efecto tipico de Ia hipoxia sobre el curso lemporal de 1os valores absolutos de DP, lccy
R de preparaciones mantenidas en medio basal TP. Durante los primeros § min, ambas hemicimaras
contenian solucién de Ringer burbujeada con O,/CO,; al final de este pericdo, ja solucidén de Ringer fue
reemplazada por medio de cultivo TP sin oxlgenar. Los valores absolutos de DP e icc fueron registrados

cada 5 min,

Al comparar los valores relativos de ambos tratamientos encontramos diferencias
significativas, ya que en medio TP las preparaciones mantienen menos tiempo sus
propiedades eléctricas que en Ringer y la falta de burbujao (hipoxia} provoca una calda
inmediata de las propiedades eléctricas (Fig. 8}. Sin embargo, al comparar los valores
relativos ds la RE encontramos que en Ringer y en medio TP con burbujeo la RE se
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mantuvo, mientras que en medio TP sin burbujec (preparaciones hipdxicas) la RE
decrecié con el

tiempo (Fig. 9). Estos datos indicaron que para hacer los experimentos de efecto de
lisados amiblanos podiamos usar medio basal TP burbujeado solamente en el lado de
la serosa.
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Fig. 8. Valores normalizados da DP e Icc de preparaciones mantenidas en Ringer burbujeado,
o en medio TR con o sin burbujeo. Durante fos primeros 5 min, las hemicamaras contenlan solucion de
Ringer burbujeada; al fina! de este periodo, la solucién de Ringer lue reemplazada por cada uno de los
medlos de mantenimiento. Los valores relatives de cada punto fueron obtenidos al dividir al valor de DP
a lcc de cada tiempo entre el valor Inicial correspondiente. (A) Efecto de los medios de mantenimientos
sobre los valores de DP de las preparaciones de colon (n = 5). (B) Efecto de los medios de
mantenimlentos sobre los valores de lcc de las preparaciones (n = 5).
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Fig. 9. Valores nc i )s de la resi: ia eléctricat en preparaciones mantenidas
en Ringer con burbujeo y TP con o sin burbujeo (n = 5). La resistencia fue obtenida al dividir la DP en
voltios entre la [cc en amperiosfcm’. Mismas preparaciones de la fig. 8.

B. Aspecto microsctpico de los segmentos de colon
1. En Ringer

a. No montadas

Al abservar preparaciones no montadas en la camara de Ussing, def colon de conejo
cortado longitudinalmente por su borde de insercién al peritonso y mantenido en una
caja de Petri con solucidn de Ringer burbujeada, pudimos observar ciaramente las
capas que conforman el intestino (Fig. 10A). De arriba hacia abajo vemos la luz
intestinal y la capa epitelial de la mucosa que tiene un aspecto normal, En seguida
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identificamos la membrana basal, ala cual se encuentra unidas las células epiteliales.
Por debajo de la membrana basal observamos la /amina propria e identificamos las
aberturas de las criptas de Lieberkdhn, distribuidas
regularmente con una iongitud uniforme. En las células de la superficie epitelial
observamos claramente los ntclecs y en ocasiones apreciamos los lfmites celulares.
Las criptas de Lieberkihn, invaginaciones de la mucosa dispuestas
perpendicularmente a la superficie luminal, estaban incluidas en la lamina proptia y casi
establecfan contacto con la muscularis mucosae. La capa muscular de la mucosa, la
submucosa y la serosa también fueron observadas con aspecto normal.

b. montados

Fragmentos de colon adyacentss, fueron montados en la cdmara de Ussing, mantenidos
con solucién de Ringer burbujeado por 2 h en ambas hemicdmaras y en elios
registramos sus propiedades eléctricas (ver Fig. 3). Los desmontamos, los fijamos con
formol al 0%, los incluimos en parafina y los tefiimos con hematoxilina-eosina. Bajo estas
condiciones la preparacién conserva su integridad desde la capa epiteliat hasta la serosa
(Fig. 108).

En el registro electrofisiolSgico de esta misma preparacién (ver Fig. 3) se observa
ta cinética de la cafda espontéanea de DP e lcc en preparaciones montadas en cdmaras
de Ussing. Se observa que el intestino mantiene su integridad eléctrica durante 35 min
Y posteriormente cayé hasta valores nulos, mostrando que existe una correlacion entre
el estado electrofisiolégico del intestine y su morfologfa,

2. En medio TP y montadcs

a. Con burbujeo

Los segmentos de colon montados en la cdmara de Ussing y mantenidos en media
basal TP burbujeado en el lado de la serosa por 2 h, observamos el tejido en buen
estado similar al tejido control (Fig. 11). Por tanto, la morfologfa de la preparacién parece
no ser afectada al ser montada y mantenida con medio TP burbujeado del lade de la
serosa, lo cual correlaciona con el mantenimiento de su registro electrofisiolégico (ver
Fig. &), en el que como vimos anteriormente la preparacion estuvo montado 2 h y
empez6 a perder sus propiedades eléctricas a los 30 min.
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Fig. 10. Aspacto microscépico de una preparacion mantenida en Ringer can burbujeo. (A) Al
momento de ser montada en la camara de Ussing. (B) Después de 120 min de haber sido montada.
Ambas preparacionas tienen apariencia normal.

b. Sin burbujeo
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Sin embargo, cuando et segmento fue montado en la cdmara de Ussing y mantenido en
medio basal TP sin burbujeo por 70 min, chservamos un aumento en el infittrado celular
de la lamina propria, mayor numero da sitios de descamacién en las zonas
interglandulares, y una tendencia de la capa epitelial a separarse de la membrana basal
asociada a la proliferacién de vacuolas “translicidas" en la membrana basal por debajo
de las células epiteliates (Fig 12).

Fig. 11. Aspecto i pico de una pref dn manten! ent medio TP con burbujeo.

Después de 120 min de haber sido montada en la camara, las prep no son por ef
medio TP y su apariencia es nonmal,

El registro alectrofisiolégico de esta preparacién muestra que el dafio morfoldgico
corretacions con la calda de tas propiedades eléctricas {ver Fig. 7).

C. Efecto de lisados amibianos
1. Sobre preparacionas en medio TP

a. Propiedades eléctricas
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Sin embargo, cuando el segmento fue montado en la cdmara de Ussing y mantenido en
medio basal TP sin burbujeo por 70 min, observamos un aumento en el infiltrado celular
de la lamina propria, mayor nimerc de sitios de descamacién en las zonas
interglandulares, y una tendencia de la capa epitelial a separarse de la membrana basal
asociada a la proliferacién de vacuolas "translicidas” en la membrana basal por debajo
de las células epiteliales (Fig 12).

Fig. 11. Aspecto mi pico de una p mantenida en medio TP con burbujeo.
Daspués da 120 min da haber sido montada en la camara, las preparaciones no son afectadas por el
madio TP y su apariencia es normal.

El registro electrofisiclogico de esta preparacién muestra que el dafio morfolégico
correlaciond con la calda de tas propiedades eléctricas {ver Fig. 7).
C. Efecto de lisados amibianos
1. Sobre preparaciones en medio TP

a. Propiedades eléctricas
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Los lisados fueron obtenidos mediants descongelacién brusca de muestras con 50,000
amibas de fase log que habian sido suspendidas en 0.5 ml de medio TP y mantenidas
en nitrégeno liquido.

Fig. 12. Efecto de la hipoxia sobre el aspecto microscépico de preparaciones mantenida en
medio TP durante 70 min. El dafio caracterizado por la formacién de vacuolas y la separacién de las capa
epitelial de 1a lamina propria son sefaladas con flechas.

Cada muestra de 0.5 m! del lisado descongelado fue llevada a temperatura
ambiente y mezclada con 2 ml de medic TP a 37°C; la mezcla fue afnadida
inmediatamente a la hemicAmara mucosa reemplazando la solucién de Ringer, en tanto
que en la hemicamara serosa colocamos medio TP a 37°C burbujeado con 0,/CO,.

Los lisados de E. histolytice HM1 causaron una cafda inmediata y simultdnea de
DP tcc y RE. Los valores de las propiedades eléctricas eran practicamente nulos a los
105 min de la adicién de los lisados y la velocidad relativa de cafda fue de! 75%/h (Fig.
13).

Sin embargo, las preparaciones tratadas con lisados de 50,000 trofozaitos de E.
invadens PZ (cepa virulenta para reptiles} no tuvieron efecto significativo y las
‘preparaciones tratadas de este modo se comportaron como las no tratadas (Fig. 14).
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Fig. 13. Efecte tipico de 50,000 trofozoitos lisados de E. histolytica HM1 scbre los valores
absolutos de DP, Icc y R en preparaciongs mantenidas en medio TP con burbujeo. Durante 10s primeros
5 min, ambas hemicamaras contenian solucién de Ringer burbujeada; al cabo de este periodo la solucién
de Ringer tue reemplazada por medio TP/burbujeo en1a hemicamara serosa y enla hemicadmara mueosa
pOr 50,000 trofozoftos suspendidos en 2.5 mi de medio TP/sin burbujeo, |.os valores absolutos de DP e
lee fueron registrados cada 5 min.

Cuando comparamos los valores de DP e lcc de ambos tratamientos (Fig. 15)
encontrames que sélo los lisados de E. histolytica HM1 causaron una calda inmediata
de dichos valores. Al comparar los valores de la RE en las diferentes preparaciones,
encontramos que las tratadas con £, invadens tuvieron un comportamiento similar a las
mantenidas en medio TP con burbujeo ya que en todos los casos |a resistencia fue casi
constante, con pendientes cercanas a cero (- 6.0009 pem/min). En cambio, la RE de las
preparaciones tratadas con lisados amibianos cayé linealmente con el tiempo, con una
pendiente de - 0.0040 ncm/min (Fig. 16).

Al comparar los valores relativos de DP, Icc y RE de las preparaciones de intestino
encontramos diferencias claras en las diversas condiciones empleadas (Tabla 3). Las
preparaciones mantuvieron sus valores iniciales por mas tiempo (35 min) cuando la
solucién de Ringer era burbujeada en ambas hemicdmaras. La duracion de los periodos
en los que los valores se mantuvieron fueron, en orden decreciente: (i) medio TP
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burbujeado del lado seroso o tratado con lisados de E. invadens {20 min), (i)} medio TP
sin burbujeo (15 min) y (i) medio TP con lisados amibianos (5 min). Las velocidades
relativas de calda de la DP en ias diferentes condiciones fueron (i} la més lenta (-
0.004/min) con solucién de Ringer burbujeada, y (ii) las mas répidas con medio TP sin
burbujear (-0.033/min) y tratadas con £. histolytica {-0.022/min). Los valores de las
velocidades relativas de caida de Icc en las diferentes condiciones fueron similares a los
correspondiantes para DP (Tabla 3) por lo que concluimas que los lisados amibianos
causan una caida inmediata después de agregarlos, rdpida (75-80%/h) y simultdnea de
los valores de DP e lcg, de magnitud similar al efecto causado por la hipoxia, Los lisados
amibianos también causan un decremento en la resistencia eléctrica de las preparaciones
que debe obedacer a una disminucion relativamente méas rapida de la DP que de la Icc
(Tabla 3). Los cambios en DP e lcc pueden deberse a que los lisados amibianos
impiden el transporte de Na’' de la mucosa a fa serosa.
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Fig. 14. Efecto tipico de 50,000 trofozoilos lisados da £. invadens PZ sobre fos valoras absolutos
de DR, lec y R en preparaciones mantenidas en medio TP con burbujeo. Durante los primeros 5 min,
ambas hemicé&maras contenfan solucién de Ringer burbujeada; al final de este periodo, la solucién de
Ringer fue reemplazada por medio TP/burbujeo en la hemicdmara serosa y en la hemicadmara mucosa
por 50,000 trofozoitos suspendidos en 2.5 mi de medio TP/sin burbujeo. Los valores absolutos de DP e
lee fueron registrados cada 5 min.
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Flig. 15. Valores normalizados de DP e Icc en preparaciones mantenidas en medio TP con
burbujeo (n = §) y tratadas con 50,000 trofozoltos da lisados de £. histolytica HM1 (n = 5) o de E.
invadens PZ (n = 3). Duranta los primeros 5 min, las hemic&maras contenian Ringer burbujeada; al final
de ests periodo, el Ringer fue reemplazada por medio TR y el burbujeo continué solamentse en la
hemicdmara serosa. Los lisados fueron afiadidos an la hemicdmara mucosa. Los valores relativos de cada
punto fueron obtenidos al dividir el valor de DP o Icc de cada tiempo entre el valor inicial
correspondiente. (A) Electo da los lisados sobre los valores de DP de las preparaciones de colon {n =
5). (B) Etecto de los lisados sobre los valores de icc de las preparaciones {n = 5).

b. Aspecto microscépico

Ltama la atencién que los segmentos de colon montados en la cdmara de Ussing y
tratados con los lisados de E. histolytica HM1 presentaron las mismas caracterlsticas que
los mantenidos en medio TP sin burbujeo, lo cual sugiere que los efectos de los lisados
amibianos sobre las preparaciones de colon de consjo montadas en cdmaras de Ussing
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son similares a los que produce la hipoxia. Al mismo tiempo que observamos en el
registro electrofisiclégico una calda mucho més répida (se inicié inmediatamente después
de anadir e! lisado amibiano en la hemicdmara mucosa) (ver Fig. 15} observamos
también en el tejido zonas de desprendimiento de la capa epitelial, descamacién
interglandular aumentada y vacuolas transldcidas bajo la capa epitelial, asi comoinfitrado
celular en la /amina propria (Fig. 17). Estos resuitados se repitieron en todos los
segmentos tratados con lisados de trofozoftos de £. histolvtica HM1.
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Fig. 16, Valores normalizados de la resistencia eléctrica transmural de preparaciones mantanidas
en medio TP con burbujeo y tratadas con 50,000 trofozoitos lisados de E. histolytica HM1 (n = 5) o de
E. Invadens PZ (n = 3). Laresistenciafue obtenida al dividir la DP en voltios entre fa lcc en amperios/cm’.
Los valores relativos de cada punto fueron obtenidos al dividir el valor de R de cada tiempo entre el valor
Inicia} com iente. p 1es de las Fig 1.
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Tabla 3. Cambio de |as propiedades eléctricas del colon
bajo diferentes condiclones

Valores ten llegar a Velocidad de caida
iniciales duran | valor nulo DP lcc R
Condiciones (min) {min) mV/min pA/min Ocm2/min
Ringer burb 35 120 -0.004 -0.003 0.0017
TP burb 20 120 -0.016 -0.022 -0.0016
TP sin burb 10 85 -0.033 -0.032 0.0007
E. invadens 20 1185 -0.014 -0.015 -0.0040
E. histolytica 5 80 -0.022 -0.0520 -0.0090

Fig. 17. Efecto de lisados de E. histolytica HM1 sobre el aspecto mic

mantenida en medio TP durante 95 min. El dafio

dep

izado por la

separaclén de las capa epitelial de la famina propria son sefialadas con flechas.

2. Sobre preparaciones en Ringer

1 de vacuolas y la



€. Fernando Navarro Garcla 56

a. Propiedades eléctricas

Para eliminar el sfecto que pudiara causar la mezcla de los lisados con e! medio TF,
probamos los lisados de 50,000 trofozoitos de £. histolytica HM1 mezclados con solucién
de Ringer sobre preparaciones mantenidas con burbujeo de! lado serosc. Encontramos
una calda en las propiedades eléctricas de preparaciones similares a las mantenidas en
medio TP y tratadas con lisados. Mas alin, encontramos que las caidas de DP e Icc
fueron més evidentes que en medio TP, ya que los valores nulos se alcanzaron a los 80

1.2

o RINGER BURB | A
- © 50,000 trofz

08 r

0.6 |-

0.4 -

mV/mVo

oz}

#A/pho

0 20 40 60 80 10D 120 140
TIEMPO (min)

Fig. 18. Electo de 50,000 trofozoitos lisados de E. histolytica HM1 sobre los valores relativos de
DP o lcc de preparacionas mantenidas en Ringer con burbujec. Durante los primeros $ min, ambas
hemicamaras contenian solucién de Ringer burbujeada; al cabo de este periodo agregamos lisados de
50,000 trofozoftos disueltos en Ringer en la hemicé ym imos burbujeando solo del
lado seroso, Los valores relatives de cada punto fueron obtenidos al dividir el valor de OP o lcc de cada
tiempo entre el valor Inicial correspondiente. (A) Efecto de los lisados sobre los valores de DP de las
preparaciones de colon (n = 5). (B) Efecto de los lisados sobre los valores de lec de las

preparaciones (n = 5).
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min y la velocidad inicial de calda fue mas pronunciada (Fig. 18). La caida en la RE
también fue mé&s evidente en Ringer que en medio TP (ver Fig. 22). Estos datos sugieren
que un componente del medio TP inhibe parciaimente el efecto de los lisados.

b. Microscopia éptica

Las preparaciones en las que registramos las propiedades eléctricas fuercn
desmontados v fijadas para microscopfa electrénica. Los cortes semifinos (incluidos en
Epon y tefiidos con azul de toluidina) de las preparaciones control no mostraron dario
a pesar de haber estado montadas en la cdmara de Ussing durante 120 min; incluso,
parecieron mantenerse mejor que las preparaciones control incluidas en parafina y
tefidas con hematoxilina-eosina (Fig. 10). Las preparaciones tratadas con lisados de E.
histolytica (en Ringer durante 80 min) mostraron, al igual que las mantenidas en medio
TP y tratadas con lisados, descamacién interglandular aumentada y edema con
formacién de vacuolas entre ia capa epitelial v la famina propria {Fig. 19).

Fig. 19. Aspecto microscdpico de una preparacién mantenida en Ringer con burbujeo y tratada
con lisados de 50,000 trolozoitos de E. histolytica HM1 durante 80 min. El dado fue simifar a las
preparaciones manienidas tratadas y mantenidas en medio TP. La flecha indica e! dano en las zonas
interglandulares.
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c. Microscopla electrénica

La microscopfa electrénica de preparaciones control montadas durante 120 min en la
camara de Ussing no mostrd daio, ya que observamos la capa epitelial integra con las
células epiteliales columnares unidas a la membrana basal y a la lamina propria, y los
nicleos de las mismas con apariencia normal (Fig. 20A). En cambio, las preparaciones
tratadas con lisados de £0,000 trofozoites de E. histolytica se caracterizaron por
separacién entre las células epiteliales que se deformaron de columnares a cuboidales,
y también sufrieron deformacién de! nucleo (Fig. 20B). Por otra parte, hubo destruccién
de las microvellosidades de las células epiteliales, caracterizada por fa fragmentacién de
la parte apical (Fig. 20D), no abservada en las células control (Fig. 20C).

3. Dosis variables de lisados

a. Propiedades eléctricas

Con las condiciones definidas antes decidimos analizar el efecto de diferentes dosis de
lisados, para lo cual usamos 25,000, 50,000 y 100,000 trofozoitos. Encontramos una
diferencia significativa entre los valores de DP e Icc del control y de cualquiera de las
dosis de lisados. Las preparaciones tratadas con lisados de 100,000 trofozoftos tuvieron
una caida més rapida en los valores de DP {Fig. 21A), cuya velocidad de calda fue de -
0.033 mV/min comparada con la caida espontanea de -0.004 mV/min (Tabla 4). Por otra
parts, parscid no haber diferancias anirs las preparacionss ratadas con 25,000y 50,000
trofozoltos, cuya velocidad de caida fue de -0.015 mV/min con ambas dosis.

En cuanto a los valores de Icc la diferencia dependiente de dosis parecié menor
{Fig. 21B), ya que las velocidades de calda fueron de -0.014, -0.019 y -0.020 x4 V/min para
25,000, 50,000 y 100,000 trofozoitos, respectivamente. Las velocidades de calda de las
preparaciones tratadas fueron significativamente diferentes a las caldas de las
preparaciones control, cuyo promedio fue de -0.003 pA/min (Tabla 4).

En la caida de la RE también encontramos diferencias entre las preparaciones
control y las tratadas (Fig. 22). Las preparaciones control tuvieron una pendiente de -
0.155 nem’/min mientras que las tratadas con lisados de 25,000 trofozoltos tuvieron una
pendiente de -1.130 ncmy/min, las tratadas con 50,000 trofozoftos tuvieron una pendiente
de -1.282 gem/min y las tratadas con 100,000 trofozoftos tuvieron una pendiente de -
2,238 acm/min (Tabla 4}.
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Fig. 20. Dafio uhraestructural de las preparaciones tratadas con lisados de 50,000 trofozoites. (A)
Celulas epiteli de p es no (B) Células epiteli de preparaciones tratadas. (C)
Microv idades de no {D) Micrc de
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Tabla 4. Efecto de la dosis de lisados de trofozoitos de £,

fy sobre tas propi icas de! colon

Valores tenllegara Velocidad de calda

Iniciales duran | valor nulo DP lcc R
Efecto de (min) (min) mV/min pA/min nem'/min
Ringer burb 35 130 -0.004 -0.003 -0.155
25,000 trofz 5 80 -0.015 -0.014 -1.130
50,00 trofz 5 80 -0.015 -0.019 -1.282
100,000 trofz 5 55 -0,033 -0.020 -2.238

Concluimos que los lisados de E. histolytica HM1 causan la calda de la DP, lcc
y RE ds manera dependiente de la dosis y per lo tanto el dano a la preparacion también
debe ser proporcional a la dosis.

b. Microscopla dplica
También encontramos en las preparaciones diferencias morfolégicas que dependieron
de la dosis de lisados. Los cortes semifinos de las preparaciones tratadas con lisados
de 25,000 trofozoitos mostraron un dafio menar qua consistié an formacidn de peauerias
vacuolas translicidas entre la capa epitelial y la lamina propria
(Fig. 23A). Los cortes semifinos de las preparaciones tratadas con lisados de 50,000
trofozoitos mostraron un dafo intermedio que consistid principalments en edema y
mayor separacion de la capa epitelial de la lamina propria, asi como pérdida de la
integridad de las células epiteliales interglandulares caracterizada por fa inconsistencia
en la tincién (ver Fig. 19). Los cortes semifinos de [as preparaciones tratadas con lisados
de 100,000 trofozoitos mostraron dafio mayor, caracterizado por destruccién
précticamente total de la capa epitelial en las zonas interglandulares y proliferacién de
vacuolas en la lamina propria (Fig. 23B).

Por lo anterior concluimos que el dafio al colon dependientes de la dosis de
lisados de E. histolytica HM1 encontrado en los registros electrofisiolégicos correlaciona
perfectamente con el grade de dafo morfoldgico.
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Fig. 21. Efecto de dosis variables da lisados de E. histolytica sobre los valores ralativos ce DP e
Icc de preparaciones mantenidas en Ringer con burbujeo {n = 3), Después de los primeros 5 min de
estabilizacién en solucién de Ringer burbujeada, agregamos lisados de 25,000, 50,000 o 100,000
trofozoitos disueltos en Ringer en la hemicdmara mucosa y mantuvimos burbujeando solo del lado
seroso, Los valores relativos de cada punto fueron obtenidos como describimos antas. (A) Efecto de las
dosis de lisados sobre los valores de DP de las preparaciones de colon. (B) Efecto de las dosis de
lisados sobre los valores de icc de las preparaciones,
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Fig. 22, Efecto de dosis variables de lisados de trofozoitos de £. histolytica HM1 sobre los valores
absolutos de la resistencia eléctrica transmural de preparaciones mantenidas en Ringer con burbujeo.
La resistencia fue obtenida al dividir la DP en voltios entre la Icc en amperios/cm’. (Datos de fa Fig. 20).

c. Ultraestructura

Los efectos electrofisiolégicos dependisnte de dosis también correlacionan con el dafio
ultraestructural. Con lisados de 25,000 trofozoitos, el dafo caracteristico en las
preparaciones consistid en deformacién de la parte basal de las células epiteliales, con -
tendencia a la formacién de una vacucla basal (Fig. 24A). E! daiio producido por lisados
de 50,000 trofozoitos se caracterizd por separacién entre las células epiteliales que se
deformaron de columnares a cuboidales y se acompanaron de deformacion del nicleo,
como describimos anteriormente (Fig. 24B). El dafo mas severo ocurrié con lisados de
100,000 trofozoitos, que se caracterizé por destruccién de las células epiteliales
principalmente las interglandulares, incluyendo pérdida de uniones intercelulares y de
microvellosidades (Fig 24C).
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Fig. 23. Electos tipicos de dosis variables de trofozoitos lisados de £. histolytica HM1 sobre la
morfologia de preparaciones mantenidas en Ringer con burbujeo. {A) Lisados de 25,000 trofozoitos. (B)
Lisados de 100,000 trofozoitos. Las flechas indican 'a destruccién de las céiulas en las zonas
interglandulares.
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Fig. 24. Uttraestructura de preparaciones tratadas con dosis variables de lisados de £, histolytica
HM1. (A} Lisados de 25,000 trofozoitos. (B) Lisados de 50,000 trofozoitos. (C) 100,000 trofozoftos.

4. Curso temporal del detenoro

a. Propiedades eléctricas

Como los resultados encontrados indicaban una clara correlacién entre el dafo
morfologico y el efacto electrofisiolégico de los lisados de E. histolytica sobre ef colon,
decidimos analizar el curso temporal del deterioro electrofisiolégico y morfolégico. Para
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ello montamos dos preparaciones simultaneas que fueron manipuladas de la siguiente
manera: la cdmara de Ussing No. 1 fue desmontada a los 15 min después de agregar
lisados de 50,000 trofozoitos e inmediataments fijada para microscopla en tanto que en
la camara No. 2 se continud registrando las propiedades eléctricas hasta 40 min después
de agregados los lisados, al cabo de ios cuales la desmontamos e inmediaiamente la
fijamos. Los valores iniciales promedio de las preparaciones antes de agregar los lisados
fueron de aproximadamente 7 mV y 40 sA/cm’ y las preparaciones fueron fijadas para
anélisis microscépico a medida que los valores decrecian aproximadamente a la mitad
del valor inicial (Fig. 25A).

b. Aspecto microscépico

Los cortes semifinos de preparaciones tratadas con lisados de 50,000 trofozoftos durante
15 min -a diferencia de las preparaciones que fueren tratadas hasta que sus propiedades
eléctricas eran nulas (aprox. 80 min)- mostraron un dafo mencr caracterizado por fa
formacidn de vacuolas entre ia capa epitefial y la famina propria, asociado con pequeiias
zonas de desprendimiento entre las células epiteliales y la famina propria, pero que
permite que las células epiteliales permanezcan unidas entre sf (Fig, 25B). Los cortes
semifinos de las preparacionss fijadas 40 min después de su exposicién a los lisados
mostraron principalmente edema en la lamina propria (Fig. 25C), mientras que las
preparaciones expuestas a los lisados hasta que se anularon sus propiedades eléctricas
(80 min) mostraron un dafio mayor (Fig. 250), como ya describimos antariormente.

¢. Microscdpia electrénica

El efecto ds los lisados de 50,000 trofozoitos sobre el curso temporal del deterioro de
las preparaciones, se observé principalments en la parte basal de las células epiteliales.
En las preparaciones control se observa, en condictonas normales, la membrana basal
unida a las céluias epiteliales y ésta a la /amina propria (Fig. 26A). Las preparaciones
tratadas con los lisados durante 15 min mestraren cdama intraceluiar iocalizado en la
parte basal de las células epiteliales, que parecié permitir la formacién de vacuolas entre
la membrana basal y dichas células epiteliales (Fig. 26B). A los 45 min de tratamiento con
los lisados, las vacuolas parecian estar mas hinchadas (Fig. 26C), ademas del edema
en la Jamina propria. A los 80 min de tratamiento (cuando los valores de las propiedades
eléctricas eran practicamente nulos) habfa clara separacién intercelular y separacidn de
la capa epitelial de la lamina propria (Fig 26D).
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Fig. 25. Deterioro slectrofisioldgico y microscopico de una preparacién mantenida en Ringer con
burbujeo y tratada con 50,000 trolozoitos lisados de £. histolytica HMt. En dos camaras de Ussing
montamos preg nes en las mi iciones. Durante los primeros 5 min, ambas cdmaras

contenian Ringer burbujeado; al cabo de este periodo agregamos lisados de 50,000 trofozoitos disueltos
en Ringer en las hemicdmaras mucosa y mantuvimos burbujeando solo det lado seroso. En la primer
camara registramos la DP e Icc; a los 20 min fijamos para microscopia la preparacién montada en la
segunda cAmara y a los 45 min la preparacién de la primer camara. (A) Valores absolutos de la caida
de DP e icc. (B) Aspecto micr pico de la prep 1 fijada a los 20 min. (C) Preparacién fijada a fos
45 min. (D) Preparacion fijada a los 80 min.
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Fig. 26. Cinetica del deterioro sctural de una prep mantenida en Ringer con
burbujeo y tratada con 50,000 trofozoitos lisados de E. histolytica HM1. (A) Preparacién control. (B)
Expuesta a los lisados durante 15 min. (C) Expuesta a los lisados durante 45 min. (D) Expuesta a los
lisados durante 80 min.
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D. Efecto de la preincubacién con suero humanc

1. Suero normal

Para ver si el efecto causado por los lisados era bloqueado con suero humano inmune
(SHI) dirigido contra E. histolytica, necesitdbamos controlar con suero humano normal
(SHN}. Si el SHN no afectaba las propiedades eléctricas de las preparaciones y tampoco
afectaba el efecto de los lisados, podriamos hacer el experimento directamente. De no
ser asl, el experimento requeria el uso de la fraccién de inmunoglobulinas con o sin
actividad de anticuerpos antiamibianos.

En preparaciones montadas y mantenidas en Ringer por 10 min agregamos 250
ul de SHN en la hemicdmara mucosa (concentracién final, 10%) y mantuvimos la
preparacién en Ringer burbujeado del lado seroso. Encontramos que las preparciones
tratadas se mantuvieron menos tiempo que las no tratadas (ver Fig. 18) ya que
alcanzaron valores nulos a los 85 min, pero la calda de DP e lcc fue gradual (Fig. 27A),
es decir, no tuvieron una calda brusca como la que ocurrfa cuando las preparaciones
eran tratadas solamente con lisados. Esta calda gradual se reflejé mejor en la RE, ya que
el SHN no la hizo caer y sus valores iniciales se mantuvieron durants todo el experimento
(Fig. 27A).

Por otra parte las preparaciones mantenidas en Ringer que fueron tratadas con
lisados preincubados con SHN por 1 min, mostraron una calda mas répida en sus
propiedades eléctricas, llegaron a valores nulos a los 60 min y, sorprendentemente, los
valores de RE aumentaron con el tiempo (Fig. 27B).

Por estos resultados que concluimos que con SHN ocurre una caida gradual de
la DP e lcc en aproximadamente 85 min, aungue no
se afecta la RE; mientras que la preicubacion de SHN con lisados, al igual que los
lisados solos, provocan una caida en DP e lec, sin embargo a diferencia de los lisados
solos, la preincubacion con SHN evita la caida de la RE y provoca un aumento de la
misma.

2. Suero inmune

Las preparaciones tratadas con SHE at 10% en la hemicdmara mucosa se comportaron
de manera similar a las tratadas con SHN al 10%, aunque los valores de RE fueron
més dispersos (Fig. 28A). Las preparaciones tratadas con lisados preincubados con SHI
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se comportaron de manera similar a las preparaciones tratadas con lisados
preincubados con SHN {Fig. 28B).
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Fig. 27. Efecto del susro humano normal (SHN) sobre los valores absolutos de DF, lcc y R de
preparaciones tratadas con trolozoitos lisados de E. histolytica HM1. En dos cdmaras de Ussing
mentamos dos preparaciones en las mismas condiclones. Duranta los primeros 5 min, ambas cdmaras
contenfan Ringer burbujeado; al cabo de este periodo en la primer camara agregamos del lado mucoso,
SHN al 10% disusito en Ringer y en la segunda camara agregamos lisados de 25,000 trofozoltos
preincubados por 1 min con SHN al 10% y mantuvimos burbujeando solo los lados serosas, (A) Control
negativo; tratamiento con SHN {n = 3). (B) Experimental: tratamiento con SHN y lisados de 25,000
trofozoftos (n = 3).
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lee/lcc, @
O "da/da

Estos resultados sugieren que la proteccién contra e! efecto de los lisados sobre
la RE de las preparaciones es debido a un factor del suero, ya que los resultades
obtenidos con SHN y SHi fueron similares. Es necesario determinar las condiciones de
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preincubacién apropiadas que permitan analizar las posibles diferencias entre los
tratamientos con SHN y SHI.
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Fig. 28. Efecto del suero humano inmune (SHI) sobre los valores absolutos de DP, cc y A de
prep | con tr lisados de £. histolytica HM1. E| > fue igual al del SHN
(ver Fig. 27). (A} Control nagativo: tratamiento con SH {n = 2). (B) Experimental: tratamiento con SHly
lisados de 25,000 trofozoftos (n = 32).
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DISCUSION
A. Propiedades eléctricas de las preparaciones de colon

Las preparaciones clésicas de epitelio intestinal se han usado para el entendimiento del
transporte de electrdlitos en diferentes partes del intestino (Frizzel! et al., 1976; 1978;
Edmons y Marriott, 1968; Thompson et ai., 1881; Schultz et al., 1981). Estas
preparaciones "de mucosa intestinal" consisten de segmentos intestinales a los que se
les desprenden las capas musculares, por lo que en realidad contienen la capa epitelial,
la lamina propria y ta muscufaris mucosas.

Como en nuestro modelo desearlamos poder estudiar la inmunidad local del
intestino, de entrada nos propusimos tratar de emplear preparaciones con todas jas
capas de la pared intestinal.

Estas preparaciones parecen comportarse de manera diferente que fas
preparaciones clésicas, ya que sus valores iniciales promedio fueron 5-8 mV para DP y
30-35 pA/cmy para lcc y alcanzaron valores nulos entre 120 y 140 min (Fig. 3). En las
preparaciones clésicas se han encontrado valores inciales de 20 mV y 82 uA/cm’ {(Schultz
et al, 1977) hasta 3-4 mV y 38 pA/cm’ (Edmonds y Marriott, 1968) para DP e lcc,
respectivamente. En las preparaciones de Edmonds y Marriott, los valores indicados se
mantienen alrededor de 20 min y declinan gradualmente durante las siguientes 2-3 h.
Nuestras preparaciones completas de colon mantienen por tanto sus propiedades
eléctricas de manera similar que las preparaciones clésicas,

En los epitelios mucosos las propiedades electricas dependen del transporte neto
de sodio (Frizzell et al., 1976). Esta caracter(stica ha sido mostrada en preparaciones
clésicas mediante bloqueadores del transporte de sodio que causan una calda de OF
e lcc (Frizzell y Turnheim, 1978; Schultz et al., 1881). Para probar la funcionalidad de
nuestras preparaciones usamos por una parte amilorida {bloqueador del intercambiador
sodia-protones localizado principalmente en la parte apical de las células epiteliales) y
ouabalna (bloqusador de la bomba de sodio-potasio localizada en la parte basolateral
de las células epiteliales).

En preparaciones clasicas, amilorida 10° M provoca una calda inmediata de lec;
sin embargo en nuestras preparaciones este farmaco causa una caida gradual de DP
e lce, llegando a valores nulos en 88 min, Por otre lado, los valores de RE se matuvieron
durante todo el experimento (Fig. 4}, de manera similar a lo reportado por otros autores
(Frizzell y Turnheim, 1978, Schultz et al., 1981). Este efecto scbre nuestras preparaciones
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puede ser debido a (i} que la concentracién de amilorida no fue suficiente para provocar
una calda inmediata; (i) que haya permitido una mayor actividad en fa bomba de sodio-
potasio, para compensar el bloqueo apical.

La ouabaina 10° M, colocada en ambas hemicdmaras, provocd una caida
inmediata de los vatores de DP e Icc de las preparaciones completas de manera similar
al ocurrido en preparaciones clésicas, mientras que los valores de RE se mantuvieron
practicamente inalterados (Fig. 5). Por estos resultados pensamos dque en las
preparaciones completas parece contribuir mas el transporte de sodio a través de la
ATPasa de sodio-potasio, aunque no podemos descartar que las concentraciones
usadas de ouabalina y su utilizacién en ambas hemicdmaras hayan permitido un bloquec
mas eficiente del transporte do sodio que !a amilorida,

Los trofozoitos de E. histolytica pierden su integridad y viabilidad cuando son
colocados en medios salinos, pero son mantenidas en medio de cultivo (i.e. medio TR
TYI) (Canc-Mancera y Lépez-Revilla, 1989); ademas son dafiados por el oxigeno (Band
y Cirrito, 1979). Como inicialmente estdbamos interesados en ver el efecto de los
trofozoitos enteros necesitdbamos preparaciones que mantuvieran sus propiedades
eléctricas al ser burbujeadas solo del lado seroso y no del lado mucose (donde bamos
a colocar las amibas), ademas de que pudieran sobrevivir y funcionar aceptablemente
en el medio TR Cuando probamos nuestras preparaciones bajo estas condiciones
encontramos que mantenfan sus propiedades eléctricas hasta 120 min (Fig. 6) aunque
su velocidad de caida fue méas rapida que en Ringer (Fig. 2). Cuando las preparaciones
fueron mantenidas en medio TP sin burbujear {hipoxia) los valares de DP e lcc cayeron
inmediatamente (Fig. 7), de manera similar a lo reportado en preparaciones clasicas por
Edmonds y Marriott (1968), donde ademas evaiuaron el efecto de 2,4-dinitrofenol, cianuro
y yodacetato. Estos resuitados y los nuestros sugieren que el mantenimiento de la DP
coldnica depende del metabolismo oxidativa y que ¢l tojido tiene relativamente poca
reserva de fosfatos de alta energia disponibles para mantener la DR

B. Aspecto microscdpico de los segmentos de colon

A diferencia de otros moedelos de amibiasis intestinal (Takeuchi y Phillips, 1975; Ghadirian
et al,, 1984; Anaya-Ferndndez et al., 1985) el nuestro permite, sin necesidad de una
busqueda a lo largo del colon, detectar Ja zona de dafo que se localiza en el &rea de
6 mm de didmetro que es expuesta a los lisados y donde ademas obtenemos el registro
electrofisiolégico.
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En nuestras preparaciones mantenidas en medio TP y montadas en las camaras
de Ussing no observamas dano morfolégico, ya que mantuvieron su integridad desde
la mucosa hasta la serosa {Fig. 10} de manera similar a las preparaciones mantenidas
en Ringer (Fig. 9). Esto ocurrié a pesar de que ias muestras fueron fijadas al final del
experimento, es decir, aproximadamente 120 min después de estar montadas en la
cémara de Ussing. Las preparaciones mantenidas con medio TP sin burbujso (hipéxicas)
si mostraron danos, caracterizado por la formacion de vacuolas translicidas, asociadas
con la separacién de la capa epitelial de ia lamina propria (Fig. 11); ademé&s este dano
se produjo a los 70 min de montadas las preparaciones.

Por tanto, el danc morfoldgico provocado por la hipoxia correlaciond con ef efecto
electrofisiclégico, ya que estas preparaciones alcanzaron valores nulos a ios 70 min,
cuando fueron fijados para microscopia. Las preparaciones normales fueron fijadas a los
120 min (cuando alcanzaron sus valores nulos) y no mastraron daho morfcldgico. El
dano morfoldgico mostrado por estas preparaciones hipdxicas fue similar al reportado
para la necrosis intestinal causado por hipoxia en la enterocolitis necrosante debido a
isquemia intestinal en ratas recién nacidas (Caplan et al., 1990).

C. Efecto de los lisados amibiancs

McGowan et al. (1988) mostraron que lisados de 100,000 trofozoitos/ml de (100,000/ml)
de E. histolytica HM1 alteran el transporte de electrdlitos, caracterizado por un
incremento en la icc. También muestran que provaca una disminucién en sl transporte
neto de sodio, sin embargo, se a demostrado que un incremento de la lcc es debido a
un incremento en transporte neto de sodio (Frizzeli et al.,, 1976; Schultz, et al., 1981;
Thompson et al., 1981). Por otro lado, en las manos de McGowan et al {1983) los cfecics
causaclos por los hsados amibianos ocurren solamente cuando éstos son colocados del
lado seroso de las preparaciones y como ellos usan preparaciones clasicas, las amibas
son colocadas en la lamina propria en la base de las celulas epiteliales del intestino y no
en la parte apical, por donde naturalmente invaden la mucasa intestinal. Esto podrfa
representar un modelo tardio de la enfermedad, cuando la lamina propria ha sido
invadida. :

Con nuestro modelo estamos inleresados en observar los efectos iniciales de la
interaccién de las amibas con la mucosa del intestino grueso para poder estudiar la
respuesta inmune local. Por ello los lisados fueron colocados en la hemicdmara mucosa
de preparaciones completas de colon. La adicién de lisados de 50,000 trofozoftos de E.
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histolytica HM1 (20,000/ml) a preparaciones de colon mantenidas en medioc TP
provocaron una caida inmediata en los valores de DR, Icc y RE {Fig. 14), mientras que
la adicién de la misma dosis de lisados de E. invadens PZ no tuvieron efecto. Un dato
interesante es que los lisados de £. histolytica causaron una cafda de DP més rapida
que la de lcc ya que esto provoca (por fa fey de Ohm) que haya una caida de 1a RE.
Esta calda enla RE (Fig. 16) sugirid que los lisados provocan dafo estructural en la capa
epitelial y no un bloqueo del transporte de sodio, como ocurre con la amilorida y la
ouabalna (Figs. 4 y 5) donde la cafda de DP y lcc ocurre simultdneamente, lo que
permite que no haya una calda aparente en la RE.

Por otro lado analizamos la morfologfa de los segmentos que estuvieron en
contacto can los lisados de E. histolytica 90 min y encontramos que tenfan caracter(sticas
similares a fas preparacionss hipdxicas: formacion de vacuolas translicidas asociada con
separacion de la capa epitelial de la famina propria (Fig. 17). Lo efecto electrofisiblogicos
de los lisados correlacionaron con los de la hipoxia, lo que nos sugiere que los lisados
de podrian afectar el metabolismo oxidativo que afecta la DP, como el efecto sugerido
por Edmonds y Marriott (1968) para la falta de oxigeno.

Cuando agregamos las mismas dosis de lisados de E. histolytica a preparacionss
mantenidas en Ringer (para eliminar el efecto que pudiera causar lfa mezcla de los
lisados en medio TP), estas dosis provocaron una calda inmediata en las propiedades
eléctricas de las preparaciones. Ademds encontramos una amplificacién del efecto, ya
que se alcanzaron valores nulos a los 80 min y la velocidad de calfda fue més
pronunciada (Fig. 18). Por otro lado, el efecto fue mas evidente porque las preparaciones
no tratadas en Ringer mantienen mejor sus propiedades eléctricas que en medio TP (Fig.
5). Estos datos sugieren que uno de los componentes del medio TP bloquea
parcialmente el efecto de los lisados y hace que sea mas lenta que an Ringer Avila ot
al. (1985) reportaron que ia principal actividad proteolitica de E. histolytica es debida a
una actividad de cistein-proteasa (CP) inhibible con pHMB y en nuestro laboratorio se
ha encontrado que hay una semejanza entre las cinéticas de autolisis amibiana en medio
de cultivo (TYl) y en PBS-pHMB y que en PBS solo la autolisis es mayor, lo que sugirio
que algun componente del medio TY! inhibe la actividad de CP (Jiménez-Delgadillo,
1990).

La microscopfa de las preparaciones mantenidas en Ringer y tratadas con lisados
mostraron el mismo dano (Fig. 20) que las preparaciones mantenidas en medio TP y
tratadas con lisados, sofo que en menos tiempo {80 min).
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Los efectos de los lisados de E. histalytica sobre las preparaciones de colon
mantenidas en Ringer fueron dependientes de la dosis. A mayar dosis, mayor velocidad
de calda de las propiedades eléctricas (Fig. 21), principalmente en la DP, y como
consecuencia, en fa RE (Fig. 22). Estos cambios en la velocidad de calda de las
propiedades eléctricas, dependientes de la dosis de los lisados correlacionaran con el
daric morfoldgico observado con cada dosis. A dosis menores (25,000 trofozoitos) el
dano se caracterizé por la presencia de pegueiias vacuolas enlre la capa epitelial y /a
lamina propria (Fig. 23A). Con 50,000 trofozoftos hubo dafio intermedio, que consistio
en edema y separacion entre la capa epitelial y la lamina propria, asi como pérdida de
la integridad de las células epiteliales interglandulares (Fig. 238). Con 100,000 trofozaltos
el dafio fue mayor, caracterizado por destruccién total de la capa epitelial en las zonas
interglandulares (Fig. 23C).

Los cambios ultraestructurales también dependieron de la dosis. Lisados de
25,000 trofozoitos deformaron la parte basal de las células epiteliales (Fig. 24). Con
lisados de 56,000 trofozoitos hubo separacion intercelular de las células epiteliales con
deformacién de columnares a cuboidales y deformacién del nucleo. El dafo con lisados
de 100,000 trofozoitos se caracterizd por destruccion de las células epiteliales,
principalmente las interglandulares, incluyendo pérdida de uniones intercelulares y de
microvellosidades

Conociendo ia correlacidn entre el efecto slectrofisioldgice y el dafio morfologico
de los lisados de £. histolytica sobre el colon, tratamos de analizar el curso temporal de
ambos efectos. Como las preparaciones tratadas con lisados de 50,000 trofozoitos
alcanzan valores nulos de DP e Icc en 80 min con las consecuencias moriologicas
descritas, decidimos saber qué ocurria morfolégicamente a los 15 y 40 min (Fig. 25). A
los 15 min hubo formacién de pequenas vacuolas entre la capa epitelial y la /dmine
propria y zanas incipientes de desprendimiento de las células epiteliales; a los 40 min
hablan principaimente edema y cuando se anularon los valores de las propiedades
eléctricas (80 min) el dafio consistié en edema, separacién de la capa epitelial de la
lamina propria y pérdida de ia integridad de las celulas epiteliales interglandulares.

De la misma manera, el andlisis de la ultrasstructura mostro la secuencia de los
efectos de los lisados sobre las preparaciones. A los 15 min encontramos edema
intracelular en fa parte basal de las células epiteliales que parecid permitir 1a formacién
de vacuolas entre la membrana basal y dichas células epiteliales. A los 45 min las
vacuolas estaban més hinchadas, ademas del edema observado en la lfamina propria.
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A los 80 min la separacién intercelular era clara y la capa epitelial se habla desprendido
de la lamina propria (Fig. 25).

Por tanto los lisados parecen:

1) Afectar el transporte de sodio (5 min; caida de DP e Icc).

2) En consecuencia afectar el transporte de agua (Sandle et al., 1990)

3) Permitir el edema y la deformacién en la parte basal de las células epiteliales

4) Causar la formacién de pequenas vacuotas entre la capa epitelial y la membrana
basal (15 min) que originan la separacién de la capa epitelial de la lamina propria

5) Causar el edema {40 min) permitiendo que la separacion entre la capa epitelial y la
lamina propia sea mayocr.

6) Causar la pérdida de la integridad de las células epiteliales interglandulares (80 min).

7) Permitir que las células cambien de forma de columnaras a cuboidales causado por
la presién de la "burbuja” por debajo de las celulas epiteliales

8) Causar una separacion entre las células epiteliales (80 min) que en sus inicios (aprox
60 min) causan una cafda en la RE.

9) Causar pérdida en la integridad de las células epiteliales intergladulares

10) Ulevar a la muerte celular y por tanto a fa destruccion de la capa epitelial que ocurre
con dosis mayores.

=

Los intentos preliminares de andlisis del efecto del suero inmune sobre la actividad
de los lisados indicaron que un elemento del suero no s6lo contrarresta la calda de la
RE sino la aumenta, aungue no contrarresta la calda de la DP y la lcc. Por tanto, el suero
no evita el bloqueo del transporte de sodio y los lisados en presencia de suero parecen
actuar como la amilorida y 1a ouabaina, que provocan una calda en la DP y la lcc pera
no enfa RE.

Nuestro modelo in vitro permite andlizar efectos inmediatos (5-80 min) de lisados
de trofozitos de E. histolytica sobre la fisiologla (propiedades eléctricas dependientes del
transporte de sodio) y l2 morfologia de preparaciones de colon. Por tanto es (il para
caracterizar tanto el mecanismo patogénico de £, histolytica como !a inmunidad lecal en
la amibiasis intestinal, asi como de otros pardsitos patogénos del tracto intestinal.

Este modelo probablemeante nos permitira estudiar [a inmunidad local del intestine
contra las amibas, en especial el pape! de la inmunidad en los efectos electrofisiolégicos
y morfologicos de E. histolytica sobre &l colon.
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