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RESUMEN

Con el fin de estudiar los cambios citoldgicos que el Blastocystis ocasiona en el intestino
delgado, se realizaron co-cultivos de mucosa intestinal de ratdn NMRI en presencia de la cepa
BUEVG68-2008 de este microorganismo. La cepa fue recuperada mediante cultivo axénico de
heces de pacientes con sintomatologia intestinal. La incubacién in vitro permitié observar la
adhesion e internalizacion de células vacuolares de Blastocystis en las primeras 24h de cultivo,
con la posterior alteracion del borde en cepillo intestinal a las 48h y destruccion del enterocito
a las 72h, ocasionando la liberaciéon de abundantes detritos celulares y la presencia de
macrofagos. Los hallazgos citoldgicos observados demuestran la capacidad de Blastocystis de
alterar el epitelio intestinal.

PALABRAS CLAVE: Enterocitos, in vitro, Blastocystis

SUMMARY

To analyze the cytological changes occurring in the intestinal mucosa in the presence of
Blastocystis, in vitro studies were performed using segments of the small intestine of NMRI
mice incubated with a strain of Blastocystis sp. BUEVG68-2008, which was recovered by axenic
culture from the stool of a child with intestinal symptoms. During the first 24 h of incubation,
the initial interaction and internalization of vacuolated forms of Blastocystis sp. were observed,
and between the next 48 and 72 h, alteration of the brush border and destruction of
enterocytes were detected, causing the subsequent release of abundant cellular debris and
presence of macrophages. The observed cytological findings demonstrate the capacity of
Blastocystis to alter the intestinal epithelium.
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ALTERACIONES DE LA MUCOSA INTESTINAL ANTE LA PRESENCIA DE
BLASTOCYSTIS SP. ESTUDIO EXPERIMENTAL

INTRODUCCION

Diversos procesos fisiolégicos que van desde la absorciéon de nutrientes hasta funciones
secretoras, inmunoldgicas y de barrera contra el ingreso de entes externos, se realizan a nivel

de la mucosa del intestino delgado(l3) funciones en las cuales intervienen
fundamentalmente por las células epiteliales y las células mucosas, participando tambien en
los procesos de adherencia y migraciéon, transcelular e intercelular, de diferentes agentes
patdégenos que interactuan a nivel de la superficie de la mucosa, como es el caso del
Blastocystis sp. causante de patologias intestinales Este microorganismo ha sido aislado del

intestino delgado del hombre y de otras especies animales*11). Esta zoonosis, que en los

paises tropicales se han incrementado en los Ultimos tiempos(®12-14) afecta el hombre al
alterar el equilibrio intestinal provocando alteraciones morfoldgicas y funcionales, que reducen
el area de absorcion del intestino y alteran el sistema enzimatico, hormonal e



inmunoldégico(15-21).

Blastocystis sp. es un parasito cosmopolital1922-28) conocido desde principios del siglo XX
cuando Alexeieff(29) |o identificod y describié como Blastocystis enterocola, siendo Brumpt!39),

quien propuso el nombre de Blastocystis hominis para diferenciar al organismo aislado de

material fecal humano del aislado de otros mamiferos31). Hasta ahora no se ha definido un
modelo animal que permita visualizar el comportamiento bioldégico del pardsito en su
interrelacion con el tejido intestinal para poder explicar la patogenicidad del Blastocystis sp.

como lo sefialan Tan et al.32),

De alli la importancia de la propuesta de cultivar el microorganismo conjuntamente con
segmentos de intestino, para evidenciar las alteraciones que puedan generarse en la principal
barrera de proteccion del cuerpo humano ante un microorganismo que ingrese a través de la
via digestiva.

En este estudio se utilizé el método descrito por Longa-Bricefio et al.33), que consiste en
cultivar Blastocystis sp. conjuntamente con segmentos de la zona del ileon. La presencia de
las placas de Peyer le confiere a esta porcion del intestino delgado una alta actividad
inmunoldgica y secretora, lo cual la hace un modelo ideal para estudiar los cambios

morfoldgicos y estructurales que ocurren en la interaccidon hospedero-parasito34-36),

La ventaja del método de cultivo de tejidos es que permite analizar exclusivamente la
morfofisiologia expresada por los tejidos en estudio, sin la intervencion de otras variables
existentes in situ, como son los aspectos inmunoldgicos, nutricionales y patoldgicos
concomitantes, asi como condiciones inherentes al habitat.

MATERIALES Y METODOS
Cepa de Blastocystis sp.

La cepa de Blastocystis sp. utilizada fue obtenida a partir de la muestra de heces de un
paciente de 5 anos de edad de sexo masculino, quien presentd diarrea, dolor abdominal y
flatulencia. La muestra de heces fue procesada mediante examen directo con solucidn salina

fisioldgica y Lugol para determinar la presencia de Blastocystis sp.37).
Muestra animal

Se utilizaron intestinos delgados de ratones Bio-NMRI, suministrados por el Bioterio Central de
la Universidad de Los Andes. El manejo de los animales se hizo de acuerdo a lo establecido
por el Comité de Bioética de la Universidad de Los Andes para el Uso de Animales

Experimentales3839), seglin exigencias establecidas en las Normas para la Utilizacion de
Animales en Investigacion contenidas en el Cdédigo de Bioética y Seguridad del Fondo

Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnoldgica (FONACIT-Caracas, Venezuela)9).

Se utilizaron 25 ratones adultos jovenes sanos, de 60 dias de edad postnatal (P60), con un



peso promedio de 30 gramos, los cuales se mantuvieron sin ingerir alimento sélido 24 horas
previas al ensayo, para eliminar el contenido intestinal. Los ratones se anestesiaron por
inyeccién intradérmica con 240 mg/Kg-peso de Ketamina®. Una vez anestesiado el ratdn se le
practicd una incision abdominal de aproximadamente 2 cm para exponer las asas intestinales.
Un 20% de las muestras se utilizaron como control sin someterlas a condiciones de cultivo.

Cultivos de intestino delgado y co-cultivos de intestino delgado con Blastocystis sp.

En un ambiente aséptico se obtuvieron muestras cilindricas de intestino delgado de ratén, las
cuales fueron liberadas de restos de contenido intestinal mediante lavados sucesivos con
solucion Tyrode.

Un grupo de segmentos intestinales provenientes del 60% de los animales utilizados, fue
cultivado conjuntamente con el microorganismo. Para esto, un extremo de cada segmento
intestinal se cerré con sutura quirdrgica y por el otro extremo abierto se introdujo el cultivo de
Blastocystis sp., a una concentracion de 10.000 células/ml; posteriormente, este segundo
extremo fue también cerrado con sutura quirdrgica. Inmediatamente, se procedid a cultivar
estos cilindros intestinales conteniendo las células de Blastocystis sp. durante 24, 48 y 72h, en
medio de cultivo reconstituido, el cual se oxigend cada 12h y se cambid cada 24h. Un 20% de
las muestras restantes se les hizo el mismo procedimiento de cerramiento de los extremos
para formar cilindros intestinales pero sin la presencia del microorganismo y fueron cultivadas
durante 24, 48 y 72h, con la finalidad de conocer el comportamiento del tejido en condiciones
in vitro, pero sin ser sometido a ningun agente patégeno.

Tanto estos grupos control como los experimentales fueron incubados en medio de cultivo,
constituido por: medio basal de Eagle (9898 %), suero de caballo (1%), penicilina/
estreptomicina 5000 Ul/ 5000 microgramos (0,01%) y L-glutamina (0,01%). El medio de cultivo

se oxigend cada 12h y se cambié cada 24h (40-42) E| tiempo de incubacién programado fue

de 1 a 3 dias, de acuerdo a experiencias previas33).
Preparacién de material para observacién microscépica

Se procedid a la fijaciéon de muestras de intestino delgado sin cultivar (20%), muestras control
de intestino delgado cultivado sin presencia de Blastocystis sp. (20%) y muestras de co-cultivo

intestino delgado - Blastocystis sp. (60%). Para la fijacion se utilizdé mezcla 3:3(43), la cual
contiene 3 % de glutaraldehido y 3 % de formaldehido diluidos en tampdn cacodilato de
sodio 0,1 My pH 6,3. El periodo de fijacion fue entre 4 a 6 horas, a 4° C. Después que los
tejidos fueron lavados con abundante solucidon tampdn, fueron postfijados con tetradxido de
osmio al 1% preparado en tampodn cacodilato 0,1 M, pH 6,3, en el cual permanecieron durante
12 a 16h a 4°C. Se lavaron nuevamente con soluciéon tampén y se procedié a deshidratar los
tejidos con alcohol etilico a concentraciones ascendentes y con oxido de propileno. Una vez
concluida la deshidratacion, el tejido fue infiltrado e incluido en resina epoxidica (Eponate®).

Cortes de 1 ym de espesor fueron coloreados con p-fenil-endiamina y observados en un
microscopio de luz de alta resolucion Polyvar Reichert-Jung. Para el analisis ultraestructural, se
realizaron cortes de 90 nm de espesor, los cuales fueron contrastados con una modificacién a

los métodos clasicos de Watson y Reynolds“#-46) Para la observacién del material se utilizé un



microscopio electronico de transmision Hitachi H-7000.

RESULTADOS
Analisis de la mucosa intestinal in situ e in vitro sin la presencia de Blastocystis sp.

La mucosa intestinal, tanto en el caso del material in situ que fue inmediatamente fijado una
vez extraido del animal, como el cultivado durante 24h, 48h y 72h sin la presencia de
Blastocystis sp., mostrd las caracteristicas propias de la mucosa intestinal presentes en ratones
NMRI. En la parte superficial estan las células epiteliales constituidas en su mayoria por los
enterocitos o células principales que son células de absorcién que en su borde apical
muestran la presencia de microvellosidades que en conjunto forma el conocido borde en
cepillo que hacia la superficie luminal esta recubierto por el glicocalix; este se observa como
finas estructuras filamentosas que se proyectan desde la superficie de las microvellosidades,
actuando como una barrera contra los microorganismos y substancias extranas.

A nivel de las vellosidades y entremezcladas con los enterocitos. se localiza otro tipo celular
con escasas microvellosidades pero en su citoplasma tienen la particularidad de presentar
depdsito de sustancias, fundamentalmente mucina, que debido a la cantidad deforman parte
de la célula, llegando a adoptar la forma de copa o calix por lo que se les conoce como células
caliciformes. Las células epiteliales se alternan con las gldndulas tubulares ubicadas entre una
vellosidad intestinal y otra, constituyendo las llamadas criptas intestinales.

Por debajo del epitelio se observa la membrana basal compuesta principalmente por
colageno, el cual se profundiza y se entremezcla con fibroblastos, células plasmaticas, células
musculares lisas y fibras elasticas para conformar la lamina propia. Fibras elasticas y tejido
muscular liso dispuesto internamente en forma circular y de manera longitudinal hacia la
parte externa, forman la muscularis mucosae (Figura 1).



En la mucosa intestinal cultivada la Unica diferencia que se determina es una mayor
producciéon de sustancias por parte de las células caliciformes y una mayor capacidad
pinocitica a nivel de la superficie epitelial (Figuras 2, 3, 4).









Analisis de la mucosa intestinal in vitro co-cultivada con Blastocystis sp.

Cuando son analizados los cultivos después de 24h de incubacién, el epitelio intestinal
muestra las caracteristicas antes descritas, sin presentar mayores cambios en su
citoarquitectura y conservando la presencia de microvellosidades y glicocédlix en la mayor
parte de la extensidn de la superficie epitelial. En sitios muy especificos se detecta el
acercamiento y adosamiento de Blastocystis a la superficie epitelial, notandose en esas zonas
disminucién de la altura de las microvellosidades aun cuando se mantiene la continuidad del

borde en cepillo (Figura 5); mientras que en otras areas si se inicia la ausencia de las
microvellosidades.



Después de 48h de cultivo en la zona mas apical se inicia el deterioro de la citologia de la
mucosa intestinal. Tanto el citoplasma propiamente dicho como las microvellosidades, estan
sometidos a un proceso de homogenizacidén con destruccion de las organelas citoplasmaticas
y del citoesqueleto de las microvellosidades. Se observa el desprendimiento de estas y la
ausencia de glicocaélix, lo cual se traduce en pérdida de la continuidad de la superficie epitelial
y presencia de cantidad de detritus o residuos celulares en la luz de los cilindros intestinales
cultivados (Figura 6).



Cuando se analizan los co-cultivos incubados durante 72h, se observa que la lisis en los
segmentos epiteliales apicales es mas acentuada siendo imposible identificar organelas
citoplasmaticas intactas; mientras que aumenta significativamente el detritus celular luminal.
En las zonas mas profundas de la mucosa intestinal se detecta gran actividad macrofagica,
determinada por la presencia de organelas citoplasmaticas en el interior de evaginaciones de
los macrdofagos. En esta etapa no fue posible identificar Blastocystis (Figuras 7, 8).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que la mucosa intestinal cultivada de acuerdo a la

metodologia desarrollada por Palacios-Pru et al.47) y por Longa-Bricefio et al.33) mantiene y
preserva in vitro sus caracteristicas citolodgicas e histoldgicas, indistintamente si se cultiva por
24h, 48h 6 72h. En el presente estudio se siguidé la técnica de los “cilindros intestinales”

previamente reportada por Longa-Bricefio et al.33) |a cual permite analizar la interaccién
directa de la mucosa intestinal con cualquier elemento experimental que se desee, bien sea
un microorganismo o una sustancia determinada, el cual se inocula directamente en la luz



intestinal.

Al cultivar el intestino delgado conjuntamente con Blastocystis sp. se pudo determinar, de
manera directa, los danos ocasionados por este microorganismo en la mucosa intestinal, asi
como el proceso de internalizacion del mismo en el tejido. Cuando la incubacion fue durante
un periodo de 24h en algunos segmentos muy limitados del epitelio intestinal hay pérdida
del borde en cepillo y ausencia del glicocalix. Sin embargo, la mayor extension epitelial se
mantiene intacta, lo cual favorece el adosamiento de Blastocystis a la superficie por la posible
interaccion de este con el glicocalix, gracias a la presencia de componentes enzimaticos que
normalmente intervienen en la incorporacion de sustancias en los procesos digestivos.

Los mecanismos celulares que intervienen en la interaccion de Blastocystis con las células de

intestino humano han sido descritos por Poirier et al.“8), sefalando que inicialmente se
produce un proceso de apoptosis acompanado de un aumento de la permeabilidad del
epitelio, inmediatamente se detecta una fase proinflamatoria por efecto de enzimas
provenientes del microorganismo, fundamentalmente proteasas, que a su vez inducen la
participacion de las células intestinales aumentando la produccién de interleucinas y de
factores estimulantes de granulocitos y macréfagos. Ademas refieren que las proteasas
provenientes del Blastocystis pueden fragmentar inmunoglobulinas producidas por el
humano y regular respuestas inmunes. Estos hallazgos evidencian la activacion de un
mecanismo dinamico de pinocitosis en la membrana de la célula epitelial, lo cual favorece la
incorporacién del microorganismo al citoplasma celular.

En el presente estudio, al prolongar el tiempo de incubacion a 48h, el tejido epitelial intestinal
pierde su organizacion histotipica, con pérdida importante de las microvellosidades y del
glicocalix, lo cual impide la funcionalidad normal en los procesos digestivos y por ende la
imposibilidad de incorporacién de sustancias o elementos formes. Este proceso continda
intensificandose hasta las 72h de cultivo, mostrando que grandes extensiones de la mucosa
intestinal experimenta un proceso de lisis celular, siendo ocupada la luz intestinal por la
presencia de detritus celular.

Tan et al.49) Sio et al.59) Ppoirier et al.48) han reportado la accidon de proteasas que
intervienen en la alteracion del glicocalix de las células del epitelio intestinal e igualmente
demuestran la capacidad de Blastocystis de inducir la muerte celular programada, lo cual
explica las observaciones realizadas en el co-cultivo. Estas acciones de Blastocystis son mas
evidentes y mas acentuadas a mayor tiempo de incubacidn, debido probablemente a la
accion de un mayor numero de microorganismos logrando asi alterar mayor superficie
expuesta.

Es importante destacar que en los segmentos deteriorados de la mucosa intestinal,
observados en los cultivos de 72h, hacia la parte mas alejada de la luz intestinal pueden
encontrarse células propias de la mucosa que mantienen su citoarquitectura y entre ellas se
observa la presencia de macrdéfagos activos, pudiendo significar esta actividad fagocitica, una
respuesta no especifica al dano celular con el fin de participar en la eliminacion de los
residuos y detritus productos de la degeneracidén celular, o una respuesta especifica a la
presencia del Blastocystis sp. en el tejido intestinal.



Los cultivos de 48h presentan un deterioro de la mucosa intestinal en la zona apical con
pérdida del glicocalix y aumento de detritus celular que se va incrementando con el tiempo
de incubacidon y que a las 72h se evidencia como un estado de lisis citoldgica total, donde es
imposible identificar organelas citoplasmaticas intactas, hay pérdida de las microvellosidades
y destruccién del citoplasma, aumentando de forma significativa la presencia de detritus
celular luminal. En los cultivos de 72h se observa la accidon de macroéfagos los cuales no
contienen células del parasito y probablemente sean una respuesta a la presencia de los
restos celulares producidos por la interaccion del parasito con los enterocitos.

Es controversial la informacion encontrada sobre la patogenecidad de este microorganismo,

Dominguez(23) refiere bajos niveles de patogenicidad y lo describen simplemente como un
agente comensal, donde los aspectos clinicos del paciente dependen de la existencia en el
tracto intestinal de bacterias, virus y otros protozoarios asociados, mas que de la presencia de

Blastocystis. Por el contrario, otros autores(®15232) demuestran que Blastocystis sp. posee un
alto potencial patogénico en modelos animales, asi como en estudios in vitro.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo corroboran la capacidad patogénica y los

efectos histolégicos de este protozoario sobre la mucosa intestinal de ratén. Tan32) describe
gue no hay modelos animales que permitan la total comprension sobre los efectos y los
posibles mecanismos de infeccion de Blastocystis, es por ello que el modelo propuesto en
esta investigacion representa un método directo para determinar los posibles mecanismos de
infeccion de este protozoario a la mucosa intestinal, como se demostré con la internalizacion
del microorganismo infiltrando el epitelio intestinal (24h), acompanado por un proceso
inflamatorio, efectos citopaticos e inmunes en la mucosa intestinal. Igualmente se observd un
aumento en la pérdida de las microvellosidades a medida que se prolongd el tiempo de
incubacién (48h y 72h), asi como un evidente deterioro histolégico con un gran aumento de
detritus que podria explicar las manifestaciones de signos y sintomas digestivos, presentes en
pacientes sintomaticos.

Otro hallazgo importante en este estudio es la respuesta fagocitica observada en el tejido
epitelial (72h) que podria representar una repuesta inmune del tejido ante la presencia

Blastocystis. Tan!32) también propone distintos modelos sobre la patogénesis de Blastocystis,
como son: liberacién de proteasas-cisteina, disrupcion de la barrera epitelial, apoptosis de la
células del hospedero e induccidn de procesos inflamatorios y consideramos que a los
anteriores se debe agregar la infiltracion de la lamina propia y de la submucosa del epitelio
intestinal como lo demostramos en este estudio, que a la vez corrobora los hallazgos

obtenidos por Moe et al.51) y por Elwakil & Hewedi(®2). Consideramos que este estudio y el
modelo experimental utilizado puede ser un aporte para profundizar en un tema que
actualmente estd ocasionando graves problemas de salud publica, principalmente en
poblaciones desasistidas sanitariamente.
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