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I. INTRODUCCION.

Diferehtéé»dé§a35de\Ehtamoéba’hiébol&tica obtenidas de
cultivos axénicos’ se hanfutilizado‘éaré 1ﬁyectar los tejidbs
de varlos animales de laboratorioc, Estos estudios experimen
tales han tratado de aumentar el conocimiento sobre la rela
cién huésped-pardsito en el curso de la amibiasis. Segln la
cepa de amiba, su procedencia de’un'cultivo axénico o monc-
xénico, la cantidad de trofozoitos, la especie animal recep
tora, su edad, el teJido que recibe las amibas, etc., se han
provocado lesiones con un &rea de necrosis variable, una mo
derada reaccién inflamatoria v notables diferencias en cuan
to al tiempo que los trofozaitos pueden Dersistir en °l sitio
de la inyeccién y también en relacién a su posibilidad de -
extenderse a los tejidos vecinos. En general se ‘ha demostra
do que, a pesar de su virulencia atenuada, las amibas obte-
nidas axenicamente pueden provocar lesiones y eatimula” una
buena respuestajinmune en el‘animal.,Cuando los trofozoltos
de E. histolgtica Se‘inyeéﬁan experimentalmente por vias --
que no son.laé_fisiolégicas, en el‘hfgado, cerebro o intes-
tino de algunas especles anihales, geneéalmente cauéan le--
slones que no se pueden comparar completamente con las de -
la enfermedad natural y que, hasﬁa ahora, ﬁo ekpliéaﬁ todos
los mecanlsmos de invasividad del protozoario ni revelan --

cuales son los factores del huésped que actuan mis efectivamente
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en la resistencia contrafla parasitosis. Sin embargo, el diseroc

de diferentes ‘modelos de infeccién experimental en animales de
laboratoric continua siendo un recurso que se utillza frecuen-
tgmente para relacionar lps camblos antigénicos y enzimfticos
de los tfofozoitos cdn»el gfado de virulenclia de los mismos. -
Algunas observaciones. que han‘resultado de estos estudios, no

se hubleran logrado soiaméﬁte COnLinvgstigaciones en pacientes,

En este trabajo se.p: ééhﬁéh*l§éﬁresﬁlﬁgddsfdesUn estudio

sobre la evolucidn defléiu

subcut&neo con trofozoitos:de E. histolytica HK-9 cultivada en

condiciones axénicas.

funque las ratas y otros animaleS de ;abbfat¢hi0_han sido
utilizados muchas yeeésléomo‘modelos‘dé'amibiaSi%fexpéfimental,
hasta ahora la mayor péfté de 1os-tréBaJoé publicados'estudian
casi exclusivamente los resultados de inoculaciones intraceca-~
les, cerebrales e intrahepéticas, particularmente estas dltimas.

No existen publicaciones sobre las caracteristicas de la lesién

cuando los trofozoitos se. inyectan» ‘via subcuténea Esto -=-

llama la atencion porgue en la literatura médica es frecuente
encontrar el reglstro de casos.qlinicos con extensas zonas de

necrosls cutdnea provocadas por g;fhiétolytica.(33,54).



El intestino de las ratas no es el amblente natural de E.
histolytica. Lo mismo se puede decir de todos los dérganos y te
Jidos de 1os animales que*usualmente se han utilizado en los -
modelos de amibiasis experimental -8in embargo, en la mayor --

parte de los casos 103 resultados obtenidos han sido dtiles -~

para medir la virulencia e

rotozoario o para estudiar los -

intervalos regulares Se trataré de:rel

irina esperimental

:  podo exten-

dida que no compromet funcion de otros‘tejidos vecinos, de

tal modo que el animal quede con una ami sis localizada,pero

en condiciones de sobrevivir Estas ratas servirén para esmxﬁar




algunas reacciones ante la inoculacién subcuténea de una gran

Hstolytica.

cantidad de trofozoitos de E.

Ademds se inbenta demostrar que, después de haber sido -
inyectadas las ratas, los trofozoitos permanecen en el animal
durante el tiempo necesario para inducir una buena respuesta
inmune humoral contra los‘pfincipalés»determinantes antigéni-
cos de E. histolytica. La‘cahtidad de anticuerpos. sintetiza-=-
dos en el curso del experimento«deberé ser significativamente
superior a la que resulta después de inyectar un extracto pre

parado con el mismo numero de trofozoitos muertos

En los humanos, 1a localizacié

los trofozoitos que,part;q;pap~g sﬁfuééiéh“se encuentran

en un micro~habitat cuyqs.coﬁd;q19nesg§5h;completamente dife~

rentes a las que, por eJemplb;hbéitibibah en la.formacidh de
un absceso. hepético La émibiééiS‘dé‘la'piel no tiene la ca--

racteristica de esterilidad y de anaerobiosis de la amibiasis

del hfgado. Por otra parte,_la reaccidn inflamatorii? iﬁtg
Jido subcuténeo y los elementos celulareu que par cip _.i
ella (74) también son diferentes a los de. la reacciéntlocal -
del parénquima hepdtico ante la agresidn de los trofozoitos.

Sin embargo, aparentemente _’:}_._ histol‘gtrica del zi.rrbdemo II puede



indistintamente ulcerar el. intestino, ca“Sér un ‘absceso en higa
do o necrosar la piel (HS), aunque las condiciones que regulan
la interaceidn huésped-parésito resultan diferentes al camblar

la anatomfa del érgano de ehoque

Finalmente, se. trataré de comprobar si la 1esion ‘subeuts-
nea tiene una evolucion particular y si presenta caracteristi—
cas que larpugdan hacer diferente a las lesiones descritas cuan
do los'trofbibiﬁos de E histolytica han sido inyectados en =-
otros tejidos, particularmente los de naturaleza parenquimatosa

como el higado y el cerebro,

Eh‘los ﬁltimos éﬁds se le hé dédo'narticulér énfasis a la

sintesis de colagenasa por los trofozoitos de E. histolytlca.-

El grado_de invasividad Gue pued en_r el protozoario ha sido

relaclonado con la ca tidad y clase de colagenasa producida,

ya que esta enzima'puede ‘romper lasT‘allas de coligena del te-
Jido conectivo.‘,'
Se ha‘brébﬁeét' q iabilidad para sintetizar colagena

sa puede servir'c‘

”raﬁdistinguir diferentes cepas
que tilenen distinto e'jiﬁhiehcia.

Por otr0'lado;'sé”00noéélque exlsten diferentes tipos de
colégena y que el uésped de las amibas los’ puede tener repar-

tidos en diferentes tejidos (19) Algunos estudioo in vitvokwn
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demostrado que la; colagenasas de gi histolztica no tienen

el mismo efecto sobre los diferéhtéé tibds de cdlégena (68).
Normalmehte,.se pueden infiltrar'hna,éran‘cantidad de fibro
blastos para sintetizar colédgena élrededér de cualquier pro
ceso inflamatorio. Por esta fazén creemos qué,el modelo que
se propone tiene singular importancia,' ya que-representa -

un modelo in vivo para observar las colagenasas que puede ~

sintetizar E, histolztic HK 9 que}ha (do‘cultivada en con

diclones exénicas.

obJetivos:

1. Obtener u

culadas.bbriﬁi

1esiones se localizan en 1a piel y el tejido S C. f



II. GENERALIDADES.

1. Amibiasis invasora.

’

La a@ibiASis es una de las enfermedades parasitarias mis
importantes en México. Ha sido clasificadz como uno de los --
principales problemas de salud pﬁblica por su incldencia, oor
las pérdidas econdmicas que ocasiona y también por el elevadc

nimero de muertes que se observa en estos paclentes.

La amiblasis en una enfermedad endémicas, causada por =1

protozoario Entamoeba histolytica (Schaudin 1903). Este pari-

sito tiene la cabacidad de invadir el intestino humanc puede

ulcerar la mucosa y, ademés; en elgunos casos abandona el tuoc
digestivo hasta alcanzar una localizacién extraintestinal on

otros tejidos qﬁe también son vulnerables a su efecto citoli-
tico. E. histolytica fue identificada por primera vez por --
Lambl (1860) en las materias fecales de nifios con diarrea., --
Posteriormente Losch, en 1875, también la encontrd en las heces
de un campeéino enfermo con disenterfa, hospitalizado en la -

cludad de San Petersburgo, cerca del circulo polar &rtico (61).

Antes.de‘la~llegéda de Hernén‘Cortés, los aztecas llama-
ban ntleco§¢ig;2tiig;af1a_d1senter§a que evoluclonaba con pujo

y evacuaciones sanguinolentas. Estos paclentes recibfan como




tratamlento algunos medicamentes breparados con varias ralces -
(56). En una monograffa que se publicé en México durante el afio
1856, el Doctor Jiménez describid los sintomas que causaban los
abscesos hepdticos, as{ como el color achocolatado como (champu
rreado) -del pus, aunqgue, ldgicamente no pudo aclarar la eticlo-
gia de estas lesiones (32). Durante esa época y también en los

afios siguién?es,,se‘manfuvo la creencia de que la causa de tales
abscesog,eh ei”higadé era la falﬁa de moderacidn al beber el --
"pulque"'débido‘éi uso de materia récal humano para la fermenta
cidﬁ deieété.'Estas primeras observacioneévque relacionan los -
absceéos del‘higado con bebidas dé dudosa iimpieza éue se deja-
ban durante clerto tlempo en repcsc, tiene una 1mportancia epi-
demiologicamente notable. Finalmente los trabajos de Kartulis

en 1886 y de Councilman y Lafleur en 1891 (61), aporfaroﬁ prue-

bas definitivas?en favor de que el pvotozoario de E, histolytica

era el agenpehqaq al,dellavdisenteria y del absceso hendtico.

Boeck y Drbohlav“ ultivaron Ey histolztic en medios argli-

ficlales monoxenicos esvdecir, ‘en los cuales crecifa una sola -

¢clase de bacter as tro protozoario (16). En 1961, Diamond --
(25), obtuvo un cultivo axénico o caldo comoletamente estéril -
en donde 0910'cr§¢;an amibas. Esto dltimo pernitis el aislamien
to de grandes céntidades de”trofozoitos, con lo cual aumentaron

los estudlos sobre la morfologfa y el comportamiento biblégico

del protozoario, asf como la'préparacién de extractos antigénicos



de origen exclu 1vame tigamibiano. Este dltimo ha sido muy

g1l para prepa ar.. pruebas de laboratorio que ayudan al -~

diagnéstico.serolégico,deuesta parasitosis (solamente de -

su forma "invasora .que permiten estimar, cualitativa

mente, la cantidad de anticuerpos anti-E histolztica.

La amibiasis es una parasitOSis cosmopolita la infeg
cién tiene su mayor incidencla en: los pafses con clima ch~
lidos, templados y hﬁmedos, asf como también en todas aque
llas reglones en donde existen deficiencias sanitarias, --
econ6m1cas, soclales y culturales. Se transmite de humano
a humano, sln necesidad de un huésped intermediario. Su --
prevalencla se encuentra condicionada principalmente por -
la préctica del fecallismo al aire libre, la contaminacidn
de alimentos y luego la ingestién de. 1os‘quistes con la co
mida, La falta de aseo en 1as manos después de ir al bafio
es un prohlema cultural ¥ sanitario que también ha contri-
bufdo para que aumente la cantidad de personas contagiadas,
principalmente cuando esta mala costumbre 1a tienen los ma
nejadores de aiimentos.,En otros paises, la incidencia de
amlblasls a sido relacionada con factores. culturales dife- ‘
rentes, como el homosexualismo en Norteamérica (31) ExceE‘
clonalmente la infecci6n puede adquirirse mediante trofo——
zoltos procedentes del exterlor, que se anidan en la piel

0 mucosas, Habitualmente la infeccién se establece en la -



luz del intestino grueso, a donde suelen llegar los quistes

que se 1ngieren por via oral (12).

Diferentes encuestas realizadas en Mé&xico, han encon--
trado que la frecuencia de la infeccién por E. histolytica
es variabie. Estos resultados van desde un 5 por clento nasta
un 85 ﬁdrvcieﬁto, segdn la edad de las personas estudladas -
y el sistema econgico que habitan. Se ha estimado que, como
un proﬁédio, probablemente el 27 por ciento de la poblacidn

mexicana se encuentra parasitada por E. histolytica (49, 80).

En otros pafses, las tasas de infeccién amibiana tame--
bién son vériables segin los trgbajos de diferentes autores.
Algunas_de estas. estimaciones son como sigue: en Colombia, -
la 1ncidéhcia de la amibiasis ha sido’caleulada para un L5 -
al 65 por ciento de la poblacién, en Ecuador, entre el L0 y
el 65 por ciento, ‘en Chile entre el 3y el ¢2 por ciento y -~
en los Estados Unidos de Vorteamerica entre el 5 y el -8 por

ciento (88)

La amibiasis dé ios humanoé se puede'diVidif'en dos for
mas: la invasiva y la no invasiva (61) La amibiasis no-inva
siva es la de todos aquellos individuos que tienen E histo—
lytica en su intestino grueso pero que, sin embargo, se en--
cuentran asintométicas'y por‘lo mismo ‘son llamados "portado=-

res sanos". En estos casos los protozoarios viven como comen

sales en la luz del 1ntest1no pero sus quistes se eliminan
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con las heces y puedenkser:una'fuente‘de dontagio tan im~~

portante .como los de los enfermos con amibiasis invasora.

Por esta razdn,,é" | s situaciones se debe procurar el
tratamiento anti—amibiano, aunque algunos sugleren que pre

viamente se debe tipificar el zimodemo para comprobar si -

se trata de una cepa atégena o0 no. De todos modos, se --

acepta que e portador asintomético estd expuesto a que, -

en cualquier omento;:’sus trofozoitos comensales secomder-

tan en trofozo tf'i ntos; invadan lo  t Jidos y den -

lugar 2 los sfntomas aracterfsticos”de“a nfermedad

La amibiasis 1nvasora puede presentarse con una loca~-

lizacién 1ntestinal y/of‘xtra—intestinal La primera es la

mis frecuente y,lesiona principalmente_el—colon descendente
y el clego. Algunos paciéntes tienénmmaniféStaciones agudas
y otros cr6nicas. La segunda, la‘amibiasis extra-intestinal,
suele causar una enfermedad mas grave, pero afortunadamente
esta es la forma menos frecuente Las lesiones generalmente

son hepdticas, pulmonares, cut@neasﬁy/p cerebrales (61).

Se ha observado que la expresiGn de la patogenicidad -
de un parésito estd condicionada por diversos factores, los

cuales se pueden clasificar como dependientesTnéighu§§bed,

del pardsito y del medio ambiente.
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2. Relacidn huésped-pardsito.

El ciclo bioldgico de E. histolytica consta de varios

estadios que se pueden resumir de la sigulente forma:

a) el trofozoito,
b) el prequiste,
c) el méEaQuiste, -

d) el?guisté;IT

El'primero eske1 protozoario mévil Los dos siguientes

son fases: intermedias y el quiste es la forma reésistente e

1nfectante La capacidad que tienen las anibas para enquis-
tarse les permite sobrevivir a nesar de los cambios en 21 -
medio ambiente, el cual a su vez tambien influye para que -

los quistes liberen los trofouoitos.

En el. intestino de los humanos el parﬁsito patdgeno ~-
puede expresaf-divérsos“grados de virulencia o blen mante--
nerse enquistado o como trofozolto avirulento. En todo esto
intervienen diversos factoreu. Algunos de ellos han sido es
tudiados en- sus hospederos habituales y se ha observado que
la invasividad se encuentra facilitada por la desnutricién,

por cambioSIen’el pH ¥y en el potencial de 6xido reduccién -




del'contenidq del intestino, por la flora bacteriana que se

asocia a los. trofozoltos (51), por varias sustancias como los
esteroldes (14)-o.e1 colesterol de la dieta (15), etc. Ade--
mds, se ha‘observado‘que la patogenicidad de las amlbas tam-
bién puede estar modificada por otros factores, de los cuales
se cltan con mayor frecuencia a los geneticos, dietéticos, -

fisiolégicos e inmunolégicos, todos ellos variables segin la

condiciéni;e cada huésped en particular.

Sé;hé?propQéStb que lasfdeficienciasnutriCionaleS faci-
litan ié 1ﬁS£aiaciGntdé“la’amibiasis invasora y que probable
mente esto sea’ una consecuencia de la hipoplasia que tiene -
la mucosa intestinal del desnutrido El intestino de los des
nutridos parece més susceptible ‘aliefecto 1ftico de las enzi

mas que liberan los trofozoibos

ﬁn'lés rétas.infectadas'gkperimentalmente con E. histo-
lytica, 1la pafasitosis desaparece rédpidamente cuahdo los ani
males son alimentados con una‘dieta hiperproteica (30). Al -
contrario, la amiblasis se agrava cuando las ratas aumentan
su ingestién de carbohidratos (89).'Las d;etas deficlentes en
écido'escﬁrﬁicé también facilitan la persistencia de la para

sitosis provocada experimentalmente en cobayos (77),

Los trofozoitos de E, histolytica se multiplican princi
palmente en el Intestino grueso 'y en condiciones de anaero--

biésis, o sea cuando existe un potencial bajo en dxido—reduccion (72).
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Experimentalmente se ha demostrado que la progesterona,
la testostérona y la cortisona son hormonas que pueden favo~
recer la formacidn de abscesos amibianos en el hfgado de ani
males previamente infectados., Ademés, se ha encontrade una -
cantildad de lesiones, tanto intestinales como hepéticas, en
los cobayos a los cuales se les provoca un aumento en la con

centracidén del colesterol sérico (15)..-

Otvo aspecto de la amibiasis queﬁha sido muy discutido
y que se relaciona con 1as 1nteracciones huesped—oarésito, ~
es el paoel que desempefian los anticuerpos séricos que puede
sintetizar el.hugsped. Segin algunos autores (83), los anti~
cuerpos anti~E, histolytica tienen una funcidén fundamental--
mente protectora. Sin embarge, otros investigadores han pre-
sentado pruebas -en favor de gue la exposicién previa al pro-
tozoario y lé.respuesta inmune en contra del mismo facilitan
la 1nvasividad de E. hisbolytica en el h{gado de alzunos ani
males (58} Otros estudios (11) también apoyan la idea de -~

que la amibiasis invasora puede estar relacionada con fentme

nos de hipersensibilidad Estos ultimos eStarian desencadena

. cbidn de un huesped sensibilizado ¥ servirian

dos por la

como mecanismosk ggil@tadoves‘de‘la localizacién hepética de

los trofozoitgs _Othas investigéciones (44) han demostrado -
que los humanés‘bdnfabsceso'hepético amibiano poseen una ma-

yor cantidad de anficuerpos contra una‘proteina de la dleta,
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la albumina bovina, y han propuesto que probablemente algunos
mecanismos de hipersensibilidad a los antigenos de la dieta ~
(y no a los del pardsito) podfan ser factores facilitadores ~

de la invasividad.

La susceptibilidad ala infeccidn también varIa de acuer

do a la especie animal, Los" gatos, hamsters y cobayos han re=

sultado muy susceptibles, En cambio, los perro onejos, mo-
nos, ratas y ratones son poco susceptibles aun_a las cepas pa
tégenas de E. histolytica. Ademés, se conoce que las ratas de
la cepa Sherman son resistentes, mientras,que gaglratas de' la

cepa Wistar lo son menos (18),

Las amibas atraviesan :l epitelio y la méhbrana basal de
la mucosa intestinal, gracias a sus movimlentos y probablemeg
te también con la ayuda de las enzimas que liberan al exterior.
En los trofozoltos se han encontrado carboxipeptidasas, gluta
minasa, caseasa, ribonucleasa, desoxiribonucleasa, succinildg
hldrogenasa, fosfomoncesterasa, hlaluronidasa, amilasa, malta
sa, esterasa y gelatinasa. Pero ninguna de estas enzimas pare
ce ser un factor importante en la patogenicidad del pardsito,
ya que excepto la carboxlpeptidasa, tqdés las dem&s enzimas =

también han sido encontradas en cepas avirulentas de E. histo

lytica (51),

Recientemente se ha encontrado actividad de:colagenasa -



en la parte externa de la membrana citoplésmica de los trofo-
zoltos (68). Como se conoce que la ldmina basal del intestino
contiene colégena y que ésta es una de las primeras parreras
que los trofozoitos deben cruzar, entonces se ha propuesto =~
que esta enzima puede tener reaccién con la capacidad invascora
del pardsito. En otro estudio al respecto, se encontrd que 1z
cepa HM-1:IMSS contiene 4.6 veces més colagenasa que la . cepa
HK-9:NIH (67). La primera es una cepa mucho mds virulenta que

la segunda.

Entamoeba histolytica también tiene propiedades citotdxi
cas y puede causar la lisis-de leucdcitosx(7); Eéﬁevéfecto‘dg
pende de que primero se establezca uh contacto entbe la‘amiba
y el leucocito. También se ha demostrado que el leucocito tig
ne propiedades citotéxicas y puede, a sﬁ vez, lisar las amibas
(23). Se ha observado que cuando los trofozoitos vuelven a --
ser retados nuevamente con el mismo suero anti-amiba, ya 1o -
presentan el fenémeno de la inmovilizacidn caracterfsticc de
1a.primera vez (12), Esto puede ocurrir a causa de un cambio
en la exposicién de los ant{genos de superficle, lo cual qui~-
z4s se encuentre relacionado con cierta capacidad para svitar

la respuesta del sistema inmune.

)

Se ha demostrado (36) que algunas protefnas séricas del

medio de cultivo axénico (particulavmenté la albﬁmina); puede
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adherirse a la membrana de los trofozoltos. Esto mismo sucede
con otros pardsitos que tienen un ciclo sangufneo en roedores
(28). Cuando los trofozoltos quedan "envueltos" por algunas -
protefnas de su micro-habitat, pueden tener cubiertos sus de-
termihantes antigénicos y, tedficamente, esto representa un -

mecanismo de evasién ante la respuesta inmune.

Reéclentemente también se ha demostrado (35), que los tro
fozoltos cuitivados'en un médio axénico comparten algunos de-
terminantes antiéénicos con la alfa-fetoprotefna (AFP)., Como
previamente se'habiachmunicado (76) que, después de reducida
y alquilada la albdmina expone algunas secuencias de aminodci
dos similares a las de AFP, entonces el hallazéo_anterior se
relacidné con la degradacién de la alblmina sérica del medio
de cultivo por la accién de las enzimas proteoifticas de los
trofozoitos. El significado biolégico de este cruce antigenico

quedo queto a especulacién.

La-Vir@lep’iafde~una cepa de E. histolytica puede tener

variaciones-muy amblias,'aunque ahora no se tlene una explica

cién claréﬁﬁapajéste’fenémeno. Cuando E. histolytica se ha in
yectado é véﬁi§é;animales de laboratorio, se ha comprobado -~
que los trofﬁéoitos de una misma cepa o de cepas diférentes -
pueden tener grados vafiables de virulendia;(lo)"Se ha obser
vado que la virulencia de los trofozoitos disminuye a medida

que se mantilenen més tiempo en condiciones axenicas (13). -
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Probablemente en esto 1nfluya la falta de una fase prequistica

y qufstica durante el cultivo

Morfolégicamentelno%
tos patégenos deilosf
istolgt ca mediante -

tado medir el grad de’E.

varias técnicas’f 80 fla;capacidad para fago~-
cltar eritrocitos su‘unién aala*cbﬁéahaValina A, demostrar su

contenido de colagenasa, la tipificacién de su zlmodemo, etc.

Recientemente Safgeaﬁnt?(78) ha oropuesto una nueva forma
de clasificar las diferentes cepas de BE. histolxtica El proce
dimiento consiste en investigar la migracidn electroforética -
que’ tlenen varilas isoenzimas,vhasta_obtener el zimodemo del -~
protozoario, Algunos de ééfoéiﬁéfﬁdﬁes enziméticos parecen re-
lacionarse mds que otroS,quiié”éapacidad de algunas cepas para

causar enfermedad (50),

Se han observado tres etapas sucesivas.en la muerte de cé
lulas blanco que son atacadas por E.- histolytica. Prinero ocu-
rre la adherencia de la ‘amiba é la célula blance, luego viene
la c1télisis de esta dltima y fihalmente todo el proceSOiﬁérmi
na con la fagocitosis, La actlvidad que puede lograr la'émiba
en cada una de estas tres etapas ha sido relaclonada con 1a vi
rulencia que tienen diferentes cepas. Pero de acuerdo a 1os re

sultados, las cepas que tienen una virulencia diferente pueden
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tener una capacidad de. adherencla semejante., Por esta razén -
solamente se ha podidb‘@qhéluirHQué‘la'adherencia es un even-
to necesario para qde,faacontinuaci§n, ocurra la ciltdélisis ~--

(70).

El huésped fie@?}diféfentgsjmecanismos defensivos contra
la amibiasis invasdfa,faiéﬁhbé?éébecificos y otros inespecifi
cos. De ellos ya se ha,menéiohadq la importahcia de los anti-
cuerpos humorales. También los aﬁticuerpos de secrecién; fun-
damentalmente las IgA, parecen intervenir como factores limi-
tantes de la invésividad del protozoario a través de la mucosa
intestinal (1), La actlvidad de la via alterna del sistema --
complemento ha sido consliderada por algunos como otro probable
mecanismo defensivo del huésped. El complemento parece Eener
un efecto citolftico sobre los trofozoitds de E. histolytica
(21). Se ha propuesto que la activacidn de este sisteha*Se --
inicia por la 1nteraccién del sistema properdina con algunos

componentes superficiales de los trofozoitos. También las en-

zimas proteolfticas de las amibas pueden actua' directamente
sobre los primeros componentes del sis' me artigulapmenbe -

sobre C3.

Estudios recientes (6) sobre la,concen d:Aalgunas
proteinas de fase aguda en el suero de pacientes con amibia-—
sis invasora del hfgado revelan un aumento caracteristico de

algunas de estas substancias que estén relacionadas con el -



fenémeno inflamatorilo. Probablemente ellas tamblén participan
activamente como un mecanismo defenszivo ante la invasividad -
de E. histolytica. A pesar de la acumulacidn de células fago-
c¢fticas alrededor de las amibas que lesionan los tejidos, los
leucocitos polimorfonucleares (PMMN) de la sangre periférica

no tienen aumentada su capacidad para reducir el nitroazul de
tetrazolio (34), El aumento de la concentracién sérica de la

alfa-fetoprotefna (46) s6lo ha sido demostrada durante las --
etapas de regeneracldn del tejldo hepdtico que ha sido destruf
do por los trofozoitos que intervienen en la formacidn del -~

absceso hepético amibiano,

3. Modelos animales de amibiasis experimental.

histolztica ha sido 1nocu1ada en diferentes especles
de animales de laboratorio. Los modelos han proporcionado ra-
sultado§ sumam¢ntervariables porque se han utilizado desde mo
nos hasta fatéﬁes; inyéctados una o variés veces con diferen-
tes caﬁtidades‘&e'tfoszoitos que procedén dn cultivos axévi—
cos 0 monoaxénicos de diversas cepas que. tienen grados de vi-
rulencia completamente diferentes. Por todo 1o ancerior, las
lesiones obtenidas han sido variables, banto por sU. extension

como histolégicamente.

El estudio de; la activaci6 arioS}¢é§éﬁi$mos defensi

vos que usualmente ayudan g - vasividad. del protozoario,
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han contribuido bastante para meJorar nuestro conoclmiento

sobre 1la fisiopatologia de la amiblasis invasora del humano
¥y, concretamente, sobre las relaclones enfre la respuesta -
del sistema inmune y las relaclones que causa esta parasito
sis y/o la posibilidad de manipularse en beneficioc del pa--
clente. Cuando Diamond informé sobre el cultivo de E. histo
lytica en un medio axénico (25), algunos opinaron que las -
amibas cultivadas en condiclones estériles no eran capaces

de provodér infecciones o dafio de los tejidos, es decir, --
que habian’atehuado completamente su virulencla. Tanimoto y
colaboradores (84) fueron los primefos en comprobar que esto
no era clerto. Desde entonces se han informado numerosos ex
perimentos sobre animales de laboratorio que.se han inocula
do con trofozoltos obtenidos de cultivos axénicos. Como ya

se menciéhé, se han encontrado resultados sumamente varia--
bles. Pero_también han sido diferentes los prbpdsitbs y me-
todolog;as de los inves@igadores que han trabajado la ami--
blasis experimental. Se pueden encontrar publicados los re-
sultados de algunos Erabajos que solamente tratan de medir

el grado de virulencia de una cepa. En camblo, otros inten-

tan comprobar la efectividéd de un medicamento, la Ilnmunidad
que deja el inécu19 o‘las caracteristicas histolégicaé de -

la lesién,

A continuacién sefpresenta'un'resumen de los trabajos
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experimentales mis importantes que se han publicado en los
dltimos afios acerca de la inoculacién experimental;dé-algu—

nas cepas de E. histolytica.

1971 (84): Inoculaci§n intrahepética de la cepa HK~9 en ~
hamsters de dos meses. Cada inyecci@n contenia 12.4
X 104 trofozoitos y los animaleé se ‘sacrificaron 10
dfas después. E1 91 por clento de los hamsters tenfan

‘lesiohgs,VQnicas,q m@lfibies de un diﬁmetro vardable.

1971 :k(85 g Inoculacién;intracerebral, por el dngulo inter

| _‘}de la: cepa!RSRM de hamsters. Los animales

fueron inyectados con 104 trofozoitos de una cepa mo
noxénica y sacrificados 8. dias desoués No presenta-
ron meningitis ni éreas de necrosis, pero sl conges-
tidn venosa. Microscdpicamente se observaron peguefias
zonas de necrosis, sin 1nflémacién, infiltrados con

mﬁy bocas células mononucleares y con trofozq;tos'en

la periferia.

1972 (35 Inoculacidn intrahepética de la cepa HK 9 de E.

istolytic en hamsters adultos. La dosis fue de 2.5

X 106 trofozoitos de cepa'axénica Los animales se -

sacrificaron 1, 2 U 6 8 y 10 dfas despues A los
dos dfas se encontraron muy pocos’ trofozoitos, depd-

sitos de fibrina y las células que caracterizan los
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procesos inflamatorios agudos y crénicos. Al cuarto dfa
habia una zona de necrosils rodeada de una reacci§n gra—
nulomatosa, con PMN y macréfagos. Al décimo dfa, granu-
lomas rodeados de una cédpsula fibrosa, cdn células plas

mdticas y células glgantes multinucleadas .en la perifieria.

(95 Inoculacién subaracnoidea de la cepa HM-2: INSS -
en coneJos adultos. Se inyectaron de 15-85 X 106 trofo-

zoitos de esta cepa monoxénica. Se encontrdé necrosis, -

'edema y,hemorragia El infiltrado inflamatorio fue mode

rado y- estuvo formado por PMN y macréfagos Los trofo--

_zoitos pasa on”al teJido cerebral sin reaccién inflama-

toria.

(38) cion intrahepética ae la cepa HM-2:IMSS en
6

conejos adult s. Se inyectaron 10- 30 X 10" trofozeoitos

monoxenicos y los a' males se sacrificavon cada 24 horas
durante 1& dias Hubo zonas de necrosis con cavitacio-~
nes, El infiltrado inflamatorio fue de PMN, macrdfagos,

fibroblastos y fibras de colégena que rodeaban la zona

fasos se observaron granulamas

de necrqsis{ E'galgunos

con células :ultinucleadas.

(27): Ihbcdléci§n ihtrahepﬁtica de hamsters, con 1.5 X
107 trofozoitos de varias cepas axénicas. Los animales
fueron sacrificados 7 y 9 dfas después. Con la cepa -~

HK~9, el 32 por ciento de los animales presentarcn abscesos
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primarios menores de 15 mm, Con la cepa HBASQl,Vel 30
porciento de los animales presentaron abécesésuprima—
rios mayores de 15 mm., En el 6 porciento dé.éstés‘ca—
sos hubo dafio de més del 85 porciehﬁo del 1ébulo. Con
la cepa HM~-1:IMSS, el 79 porciento de los animales -~
presentaron abscesos grandes con metésfasis; idvpor-—
ciento de estos q1tiﬁos pén§andm®dom§s dei 75 poreien
to del h@gado, e B R Eh

Cuando se utilizé el Jerbo como receptor de los trofo
zoltos, 37 X 104 amibas de 1a cepa HK-9 no causaron -
leslones hepéticas. En cambio, con 1 5 X 107 trofozoi
tos de la cepa HM:1:IMSS, el cien porciento de los ==
animales presentd abscesos;primarios grandes més me--

béstasis.

(5): Inoculacién intrahepética de hamsters con distin

tas cepas de E histolytic .. Los animales fueron‘sa--

cpificados 2 3 u 5 y 6 dias después Con 1 5 ::  .

‘L’esiéﬁégffue
6

trofozoitos de la cepa axénica HK~9{y

ron pequeflas y subcapsulares. Con'l Sle10 brofozoi-

tos de la cepa monoxénica HM—? IMSS hubo unarmcrosis
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extensa, sin inflamaciSn ni fibrosis.

(87)'-Inoculac16n intrahepética de hamsters  e tres me,

ses, con cepas obtenidas de pacienbes asinbométicos.;\
Con 1 5 X 106 trofozoitos de. la cepa HM—7 IMSS, en el

80 porciento de los animales no se qbservarqn‘lesiones
en el higado# mientras ei 20 porciento-tehﬁéh.lesiones
granulomatosas, perp sin qué el éstudio microscépico -

revelara trofozqitdsivivos.

(90): InoculaciSn en'vena mesentérica superlor ‘de hams
ters, con 1 5 x 106 trofozoitos de la cepa monoxénica
HM-2: IMSS Los animales fueron sacrificados 4 6 8

20 y 2H horas después. ElL hfgado mostré lesiones blanco

amarillentas. Microscépicamente habia zonasvde necrosis

que contenian trofozoitos vivos:rodeados-po E»éﬁéooitos.

(93) Inoculacién de trofozoitos en la vena subaramundaa
de coneJos “los cuales fueron sacrificados 12 24 y 48
horas después. Al 1nyectar un filtrado de materia fecal,

los. animales mostraron una congestiGn intens' ‘edémq y -

opalescencia de meninges. Microscépicamente‘s obﬁé?v6 -
un infiltrado de PMN, macréfagos y linfocitos) don| exuda
do fibrinopurulento. Al inyectaf frofoéqit;
vo &xenico se encontré dilatacién vqscdiaﬁ

croscﬁpicamente fueron visibles 105ftr@féz§i
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linfocitos, pero faltaron los,macp§fggps.,Al reinocu-
lar los trofozoltos de‘un_éultiQO‘giéhido, las lesio-
nes de los animales cbnteﬁian ﬁn‘iﬁfi;brado de PMN, -
linfocitos y eosinéfilos, pebo'los‘macr§fagos conti~-

nuaban ausentes

(92):~Inbculé016n intracecal de cobayos con 5 X 10° -

~ trofqzbitos déjia cepa HM—Z;IMSS, plurixéhica. Los. ~-

animales fuerdn sacrificados 6 dias después.'Se forma
ron ﬁlceras de varios tamafios que contenian abundante
fibrina La lémina propla estaba infiltrada por trofo
zoltos vivos, macr§fagos, linfocitos y células ceba--

das. No se observaron PMN.

(66): Inoculacién intrahepdtica de hamsters recién na
cldos con 2 X 103 a2Xx 10u trofozitos de. dos cepas
axénicas. Los animales fueron sacrificados 10 dfaa -
después, Con la’ HM 1; IMSS hubo clen porciento de dafio
hepdtico y se formaron abscesos;multilobulares. Se com
probé necrosis de los hepatocifos y un‘ihfiltradd de
linfocitos, PMﬁ“j macréfagos. Con la cepa HK-9, s6lo

Y porciento de los. animales presentaron daﬁo hepético

y las lesiones fueron menos extensas.i

(65) Inoculacidn intracerebral de ratones recién na-

i

cidos,icon dos cepas axénicas. Con 2 X 10 a 2 X 105
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trofozoitos de la cepa HM-1:IMSS, los animaleshmostra~
ron signos -de enfermedad neuroldgica y muriéfon‘ﬁurante

las primeras 48 horés. Microscdpicamente se'obServaron

:mﬁltiples”abscesos con abundante teJido necr§fico. Las

1esidnes dontenian trofozolitos, PMN, linfocitos y macrg
fagos.'Nb hubo meningitis hiperémica. Con 2 X 10u al
X 10n trofozoitos de la cepa HK-9 se observé que sola~-

mente una parte de los animales murieron después de 2

as semanas. Algunos de los ratones sobrevivientes pre

sentaron hidrocef ia. L

(62)7 Inbc‘“acién ntrahepética de hamsters recién na-

cidos, con 2 5 X ldu trofozoitos de la cepa HM-1:IMSS.

Los animales fueron sacrificados 7 dfas después. Pre--
sentaron pequenas~1esiones granulomatosas, con una zona
de necrosls central rodeada por in infiltrado ﬁiurice-
lular de macréfagos, células epitelioides, PMN fibro-

blastos, eosindfilos y células plasméticas.

(91): Inoculacidn intracecal de - cobayos recien nacidos

con 1. 5 X 106 trofozoitos de la cepa axénica HM-1-IMSS.

Los animales;fueron sacrificados 7 'afas después. La --
reaccibn 1nflamatoria fue minima y no se pudo demostrar

un 1nfiltrado de PMN.

(H2):vIn6culécidn intrahepftica con 1 X ios'trpfozpitos
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de la cepa HM~2:IMSS; Los animales fueron sacrlficados
15 dfas después. Las dos cepas provocaron la formaci@n
de amplias zonas necr@ticas rodeadas de flbrosls, con

una reaceién granulomatosa periférica.

(63): Inoculacién 1ntrahep§tica de hamsters recién na-~
cidos con 2.5 X 107 trofozoitos de la cepa HM~1:IMSS.

Se sacrificaron los animales que sobrevivieron tres sg
manas después (séld un 19.3 porciento del tbtal). Se ~
encoﬁtraron grandes ZOnas de necrosis rodeada de una -
reacci§h'granulométosg que contenfa macrofdgos, células

plasméticas~y ¢§lulas gigantes.

(57) Inoculacién 1ntrahep5tica de hamsters con la cepa
HM=-1; IMSS v con una subcepa de la anterior que habia -
sido "pasada" tres veces por el hfgado de otros Mwmters
Los animales inyectados con la cepa HM-1: IMSS fueron -
sacrificados 6 d;aSIQespués. Formaron pequefios n§dulos
hepéticos. Migroscqpicamente se observd la formacidn -~
de un granuiq@a élrededor de una necrosis central, La
lesi§n‘¢oﬁteh£é‘hécréfagos epltelioides, trofozoitos,
células'gigantes, linfocitos, células plasmdticas, PMN
Y fibrdblastos. Los animales que fueron sacrificados ~
4-6 semanas después, no tenfan lesiones hepétiéas. Los
hamsters lnyectados con la subcepa HL-3 lampda fueron

sacrificados 6 dfas después. Se observardn ‘nédulos -~



grandes en el hIgado Microscdpicamente hubo mayor can
tidad de granulomas con necrosis central y se comprobo
que conten?an trofozoltos, macr§zagos y fibroblastos,

Los animales sacrificados 4 a 6 semanas después presen
taron‘abscesos cavitados, con fluido viscoso amarillen
to e inodoro, rodeados por una pared de tejido cbnect;
Vo, Eh]giflfduido habfan trofozoitos y fibroblastos -

pero no. macréfagos.,

y, Amibiésis'cﬁﬁ@hea.

Cuando Entamoeba hisﬁdlﬁtic#.invadé la plel y el tejldo
subcutédneo de los humanos y‘dauSa'ulceraciones ¥y necrosis, se
dice que el paciente tiene una "amibiasis cuténea" (81). su -
presentacién clinlca puede ser vériable,'desde la forma aguda
ulcerofagedénica hasta la forma:cfénica vegetante. Estas le~--
siones se pueden presentar'eh pefsbnas que no tienen amlbiasis
visceral (amibiasis priméria),'pefo generalmente resultan de
una extensiédn a piel de una amibiasis invasora intestinal y

en estos casos se habla de una amibiasis secundaria (59).

Las regiones beriaﬁaiéé;'geniﬁales y de'lé péré&!abaomi-
nal son los sitios que E. hiStoIztica ih&adégmésiffééﬁeﬁtemeg A
te. La amibiasls cutgnea se caracteriza porruiégraciongs'que
tienen una extensién variable, con un fondo:poJotoécuro~quyo

centro est4 mamelonado y casi se encuentra cublerto por una -
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secrecién purulenta. Los bordes de la 1esi§n son lrregulares
pero bien définidos y contienen un moderado inflltrado pluri
celular. Las ulceraciones son dolorosas (81). En Méx}co, la

frecuencia de la amibilasis cutdnea oscila entre 0.03-0.05 --
porciento de todas 1as consultas dermatol§g1cas; en el Centro
Dermatol§gi§d de;la.ciu&ad de México, se ha comprobado una -

incidencia similar (22).

Unévré§igi§ﬁ%(605 qﬁé‘feunié»elftréSth'realiéado en 30
centros dermatolégicos deiMéxico y:Américé7Cen£ral encontrd
que de 18 500 paclentes con‘edfermedades de la piél, s6lo 52
(0.028 porciento) tenfan amiblasis éutﬁnea. De este grupo, =

28 fueron adultos y 14 menores de 15 arios.

La amlbiasis cutdnea era considerada una entidad‘nosolG
glca poco frecuente hasba 1949 cuahdo se publicd el primer -

caso en México (SH) La segunda comunicacién sobre esta enfer

medad se demord hasta el aﬁo 1956 Este ultimo,t bajo infor

mé el caso de una muJer de US aﬁos con lesiones destructivas
de la nariz, parpado inferior ¥ medilla izquierda. La autop-
sia reve16 1a presencia de trofozoitos en la piel mientras -.

que el higado y el 1ntest1no no tenian lesiones amibianas -

(17). En este trabajo se inrormo que hasta esa fech solamen

te se habfan publicado aproximadamente 55. casos: en  _' i

tura mundial.
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La amibiasis perianal ha Sido’opsefvada-eh 1écﬁantgs -
mujeres y hombres. En 1956 se public§'el Cuadfo‘clinico que
presentaba un varén de 26 afios (75), al cﬁal se 1e'eétudi5
la secrecién de las ulceraciones en la plel y se le pudo -~
comprobar la infeccién por trofozéiﬁos de'E. ﬁistoiztica. -
El estudlo histopatolégico mostrd un infiltrado de 1 nfoel-
tos, eosinéfilos, PMN, células plasméticasvy\trofpzpitos. -
M&s adelante también se publicé otro caso dé’dh'héﬁbre de -
25 afos (81), al cual tamblén se le hizo el diagnéstico de
amibilasis cuténea después que se encontraron los trofozoitos
en el exémen directo del exudado. La lesibn era una " zona ul
cerada con fondo necrético y el estudio micjbééGpico reveld

un infiltrado de leucocltos, plasmocitos 'y macréfagos.

En 1970 se publicaron 7 casos;@e amiblasis cuténea en
lactantes. En 5 nifios la lésiénkfyé vulvar, en otros fue pe
rianal y en el Ultimo en Ié7féé16n‘1nguinocrural (64) En -

estos nifios se propuso que el mecanismo de infecciSn fue el

contacto heces-plel, ya que en los 7 pacilentes se pudo fe-- '
mostrar una amiblasis intestinal. Existen varias publdr clio
nes sobre amibiasis en personas del sexo masculino (47) y -

también en mujeres (33).

En 1980 se publicS el caso de una mujer de U5 afios con

lesiones de amibilasis cuténea que invadfa pared abdominal y
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que eran secundarias a un absceso hepético (22), También -
exlsten algunos informes cl@nicos sobre algunos paclentes
excepcionales, como el de una mujer de 54 afios con lesiones
en el pllegue inguinal (40) y el de una nifia de cuatro me-
ses con una extensa ulcerac1§n en el pérpado izquierdo, 1la

cual se extendi6 por la érbita del ojo (9).
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III, MATERIAL Y MRIODOS.

Se ﬁﬁilizaﬁqn'ratas WiSEar, machos - libres &e pat§genos
de tres meéeé de edad y con:un peso aproximadd déy3od-ﬂoo g.
Los animales fueron proporcionados por elrﬁiotefio‘dél Hospl
tal Infantil de México "Federico Gémez"; Duranfé‘todo.el ex-
perimento se alimentaron ad libitum con purina (Purina de --

México, S.A,) y agua.

En el primer experimento los animales ée dividieron en
4 grupos, segin el inSculo subcuténeo contuvieron diferentes
cantidades de trofozoltos viveos, trofozoltos muertds por ul-
trasonido, yema-de hueyo y medlo de cultivo axénico. Poste--
riormente, a cada una de las ratas de estos grupos se 1es in

vestigaron los tftulos hemaglutinantes de anticuerpbs,séri-—

cos anti~-E., histolytica.

Las ratas del segundo experimento fueron 1nyectadas por
VIa.S C.con una cantidad constante de trofozoitas de E ~histo
lytica, conforme al diserio experimental que ‘se describe mds
adelante y sus tejidos fueron_utilizadqs para,estudiar la ==

evoluci§n de la 1esi§n.
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2. Entamoeba histolytica. . -

Se utilizd la cepa HK-9 que se habfa multiplicado en -
el medio axénico TS Y—33 propuesto por Diamond (26). Una --
vez que el protozoario mantuvo su crecimiento estable (apro

06 trofozoitos/lo ml de medio), esta canti

ximadamente 1 x 10

dad se inoculé:bn matraces de 125 ml' que contenfan 90 ml --

del medio axénico:jSe incubaron a 35°C durante 5 minutos =
para que se desprendieran los trofozoitos adheridos al vidrio.
El contenido de cada matraz se decant6 en varios tubos de =

40 ml para centrifugar a 2000 ‘rpm durante 30 minutosl

Los brofozoitos separados se contaron en una cémara de

Neubaver y luego su niimero seiaJu§t§_‘ q_ concentracidn ade

cuada para inyectar a los anima}eééz

Las ratas de]un‘grupéfﬁéstigbffecibieron un indculo de

trofozoitos’muéfthj ﬁéThabﬁén“sido tratados con ultrasonido

a 60 Watts,'db f?é'* ;duradté 5 minutos cada una a una tem-

peratura dé“&?C Las mibas estuvieron suspendidas en . el me

dio de cultivof_‘énico y, antes de ser destruidas por el ul

trasonido su concentraciGn fue aJustada al mismo nimero de

amibas/ml_quevlas;del 1n§cu10,de trofozoitos vivos.

Aproximadamente 5 X 108 trofozoitos fueron utlllzados

para preparar un. extracto de antigeno amibiano que sirvié -
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para titular por heméglutinaciénvindirecta (HGI) los anti--
cuerpos anﬁi;g; histblztica del suéro de las ratas del pri-
mer experimenbo..Esfos trofozoitos fueron separados del me =~
dio de cultivo y se lavaron 6 veces con solucién salina lso
ténica estéril. Posteriormente, fueron sometidos al efecto
del ultrasonido, en la misma forma que ya se mencioné., El -
contenido proteinico de este extracto crudo de antigenos -
amiblanos se calculd seglin la técnica de Lowry (20). Después
de probar varias concentraciones, se éncontré que 10 mg/ml
era la cantidad adecuada para :orrar 105 gldbulos rojos de
carnero utlilizados en lé reaccién de HAI va Que asta fue -
la menor cantidad de antfgeno con la cual se mantuvo la sen
sibilidad de la prueba. Una vez preparado el extracto crudo,
se repartié en alfcuotas de 1 ml vy se. guardo a -H0°C en un
congelador Revco (Deerfield,‘Mich ) hasta el momento de su

uso.

3. Reactivos bioldgicos.

3.1. Globulos roJos de carnero (GRC) Se obtuVieron ‘por pun
cion de la vena yugular de:un carnero adulto v sano La san
gre de este animal se,mezclé, volumen a volumen con la solu
cibén anticoagulante de Alsever previamente esteriliéaaa (20)
v luego se gﬁardé'a‘Q°C. Los GRC solamente se utiliéaron -

¢inco dias despﬁ§s de éangrar el animai y no mis de cuatro



semanas de tenéflds éﬁ refrigeraéién. Estos GRC sirvieron -
como soporte para los antIgenos del extracto crudo amibiano
utilizado en la técnica de HAI. Se prepararon al 2.5 porclen
to, suspggdidos en soluci§n amortiguadora de fosfatos (PBS)

0.15 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2 (39).

3.2, Suefo-hormal de coﬁejo (SNC) ~Por puncién intracardia-
ca se obtuvo sangre de conejo de 1a raza Nueva Zelanda, sa-
nos, adultos con un peso aproximado de 3 kg La sangre fue
centrifugada a 2500 rpm durante 20 minutos Una vez separa
o el suero, fue descomplementado por calor a 56°C durante

30 minutos.i’

Finalmente fue distribufdo en alfcuotas de 1 ml y con-
servado a';ﬁ0°c5ﬁastabél momento de Su uso. El SNC ée'util;
zé al 1 porcienbo en solucion amortiguadora de PBS pH 7.2

para evitar la aglutinacién esponténea de los GRC tanados y

forrados con el antigeno durante la prueba‘de HAI

3.3. Suero de ratas. Durante el primes experimento y mien--

tras los animales estuvieron vivos ‘se omaron 2 muestras -
de 2 ml de sangre cada una, de cad » oila sangre
se obtuvo de las venas femorales de -
seccion del paquete vasculonervios

to, la sangre se obtuvo pOr‘puncié
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con el torax ablerto y el corazén expuesto, mlentras la --
rata se encontraba anestesiada con éfer, Cada muestra se -
dej§ coagular a la temperatura'ambiente ¥y luego fue centri
fugada a 2500 rpm durante 15 minutos. Con una plpeta Pas--
teur se aspiré el sobrenadante, el cual fue calentado a --
56°C durante 30 minutos con el fih de descomplementarlo. -
Luego todos los suerbé ée conserVaron a ~20°C (en un conge
lador American) hasta el momento de su uso para titularlos

anticuerpos anti-E., hlstolytica.

i, Reactivos qufmicos.

4.1. Acido ténico (C 76H52046) “Mallinckrodtchemical WOrks

Se preparé una dilucién infedal 1: lobo‘(lmg/ml) en‘solucién
amortiguadora de PBS
Para que el écido“ténig

mento de su uso, la solucidn

4.2. AlblUmina sérica bovina (Sigma_y A una. concentracidn -~

de 1 mg/ml en solucién 0.1 N de hidr6xido de sodio,;lo ‘ml.
4,3, Bicarbonato de sodio (Na2003),1J.T.‘Backer,'é.A;‘(so-
lucibn A). ' » _' |

A una concentracién de 20 mg/ml en goluc;énfde hidré-

xido de sodio 0.1 N, siempre se preparaba el mismo dfa de

sSu uso.
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4.4, Sulfato de cobre (Cusoq.SHEO), Mallinckrodt Chemical
Works, (Solucidn B)., A una concentracién de 5 mg/ml, en -
agua destllada y luego se .conservaba en frasco de color --

ambar a temperatura ambiente, 50 ml.

4,5, Tartrato de sodio y potasio (KNaCHHq 6 HH 0), Mallin-
ckrodt Chemical wOrks (Solucién c). A,unavgonqentracion de

10 mg/ml en agua destilada, con volumenjfihai de 50 ml.

4.6. Reactivo de fenbli,Folinfcipggltéad;;(Merck, S.A). A
una dilucién de 1:2 en,aéuaf&éspilé&é;éhieIdemento de su

uso.

b,7. Hidréxido de sodio (NaOH) J T Backer, S.A. A una -

concentracién de 0, 1 N en.agua destilada, 100 ml

4.8 Solucién de gldfﬁf de 'sodio (NaGIﬁf@fT}'Baéker;fSQA.‘
A 0.15 M en égﬁé* 1 éiiﬁa'isotSniba.,-g
4,9. Solucibn an

modificacioﬁés»

Wclucosa
Cloruro de4sodioL; 
Acido citrico | , C6H8 7 20
Citrato de-sodio 05H707Na 35.‘0'0?;}8‘" :
Agua destilada Hyg obp 1000 ml
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Esta solucifn se prépar§ el mismo d?a de su uso. El pH
se ajusté a 6.1 (Potenciémetro Metrohm, E452O) yvluego se -
esterilizb en autoclave (Wilmot Castle G,,N,Y., H—20) a 15
libras de pfesi6n durante 15 minutos.fse ﬁtilizé para con-

servar la sangre de carnaro V/V de la cual se obtenfan los

que fueron empleados en la reaccidn de HAI. ;{‘75"*

4,10, Solucién amortiguadora ; .15

M, pH 7.2 (39)

, Nact o

o, 15 M '
Fosfato dib4sico de sodio Na HPOH 0 15 M

Fosfato monobésico de potasio KH-POu

Las dos soluciones de fosfatos 0.15 M Sé'eéfeﬁilizéron
por separado, mediante flltracién a travésfdé_uha membrana
de poros de 0.20 micras de didmetro (Millipbre). Déspués se

guardaron a 4°C hasta el momento de su uso, '

El pH se ajusté a 7.2 al mezclar 24 mi de'KHQPOu,O.15
M més 76 ml de NagHPOy, 0.15 M. Luego se afiadis 100-ml de -
NaCl 0.15 M, se checS el pH y cuando fue necesario, se aJus

té con solueién de HC1 0.1 N.

§,11. Solucién amortiguadora de fosfatos 0.15 M, NaCl 0.15
M, pH 6.4. Se mezclaron 32.2 ml de KHzPou més 67.8 ml de -~
NazHPOu 0.15 M més 100 ml de NaCl 0,15 M, Solamente si es -

necesario, el pH se ajusta a 6.4 con una soluci6n de HC1 0.1 N.
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4,12, Medio de cultivo axénico para Entamoeba histolytica TS-Y
33 (26), N

Peptona deiBiotr pta' extracto de levadura v

digerido trIptico de carn‘

(Bioxon) "on AL nv -2.6

Glucosa ........,

Cloruro de sodio

Acido L-ascdrbico ..;.....

.oouto'

Esta solucién se preparé bajo condicionesi_e_ stricta ~-=

esterilidad frente a campana de fluJo laminar.fEl pH 6 8 6.9 -

se aJusté con hidréxido de sodio 1.0° N Eéta solucién se este—
rilizo en autoclave a 121°C con 15 libras de presién, durante
15 minutos. Se efectud prueba de esterilidad en estufa a35°C,
durante 24 horas y solamente se conservaron para su uso, aque-

1llos matraces en los cuales no hubo crecimientof‘

el momento de usarse al medio de cultivo, se: anadid el'suero -
bovino (Microlab) inactivado y la mezcla vitaminiga;de.Digmond
(Microlab NCTC-107) en las siguientes cantidades y en condicio

nes estériles.
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5.

S5
5.
54
5.
5.
5.
5.

5.
5.
5.

6.

tar:

b1

1u
Medio de cultilvo 87, 00 ml.
Suero bovino o 11 60 ml

Mezcla vitam{nica/~ 3 48 ml

Tween 80,

Materidl ‘de laboratorio.

1 Espectrofotometro Coleman Jr. Modelo 6/20
2 Autoclave Wllmot Castle, Rochester N Y., Modelo H—20

3 Potencibmetro Metrohm Herin E-sao.‘ﬁ' "‘~,_ o
b Centrffuga Internacional Equipment5 o _ééﬁig[ﬂ?8—14605.
5. Congelador Revco, Mod :SZB

6 Balanza analitica Sartori s,

7 Sonlcador Lab-Line Ultratip, Lab Sonic.‘séﬁteh{fﬁé.Qlool
8 Refrigerador. SRR
9 Balanza granatarla.
10 Bafio de marfa BTL, aJustado a 37°C

11 Bafio de maria Porta Temp, Precisidn Scientific Co .a 56°C.

Procedimiento experimental. -

Se diseﬁaﬁoﬁ;dosféxpérimehb§$‘éhfdpé:grupQSZQg*fapas.Wis—
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6.1 E1 primer grupo estuvo formado por 29 rapas, machos de
tres meses de edad y con un peso aproximado dekébeﬂbO}g;
Inicialmente, 11 ratas fueron inyectadaélppf-via.sc éon
diferentes cantidades de trofozoltos vivos de E:‘ﬁistolztica
culﬂivada en condleiones axénicas (10, 30, 50, 60, 75, 8o, -
90, 100 y 120;X~106f, La’ihyeécién4se practicS siempre por -
via SC,-en Ig{ﬁ1t£qi;u§gr1or de 1a 1fnea media del abdomen,

en un pun§§,fQuéfsiéﬁpfé»duedaba3l em por abajo del apéndice

e inyeccién,_cada animal fue anestesiado con
éter;‘SéJI' oslpelos de la: region inguinal y tam-

bien los de la mitad superior de la pared abdominal la plel

‘espues, con un bisturi se practi
caba una inqiSi imadamente 1 cm de largo en-la re-

gidn derecha“' cabe laivena femoral y con una Jeringa

anticoagulabteg

Despﬁéqbge;hacer presidn sobre la veﬁazfémorél durante
162 minuééé;,ée procedfa a suturar la plel con seda negra
No. 000 y al final nuevamente se practicabé asépsig de la -
piel. El procedimiento fue répido, particularmentevporqﬁe el
animal se encontraba anestesiado y sujeto a una pequéﬁa mesa,

con sus extremedldades. extendidas y fijas en cuabrb‘puhtos.
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Inmediatamente después se practlicaba la inyeccién SC de trofo

zoltos.

Una semana més tarde, cada rata era anesteslada nuevamen
te, repitiendo el mismo procedimiento sobre 1a vena femoral =~

del otro lado de,la cual se obbenia 1a misma‘cantidad de sangre.

Finalmente, una semaﬁé’desbués, previa anestesia con ==
éter, se abrif el térax para exponef el corazdén y con una je-

ringa de 10 ml y aguja No. 21, se‘procedfa a puncionar el ven

triculo derecho y exanguinar la rata.

tolytica por HAI,

Como la rata no es el

y como ademis la cepé'HK- .ulenta;después de va~-—-

rios afios de cultivo en condicione xénicas, se buscé algin

procedimiento que aumentébé téh€ ,invasividad de los trofo
zoitos como su permanencia en el tejido SC. La yema de huevo
fue escoglda entonces por su'elevado ‘contenido de colesterol

(2) y por el efecto comprobado de esta substancia sobre la in

vasividad de E. histolytica (15).

En resumen, este primer experimento se realizé en 29 ra-

tas, de las cuales 1 rata murié por septicemia cdurante el =~
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experimento las restantes,estuvierqn d1vididas en. 4 grupcs.

ler, Grupo: 11 ratas que fueron 1nyectadas con diferentes -
cantidades de trofozoitos vivos de E histolgtica resuspen~
didos en 2 ml de médio axgnico~m§s.2 ml de yema de huevo de

gallina,

20. Grupo: 8rrétASQiny§¢éaddéf6§d:I12‘qué

,trofdzaiﬁééihuer—

1x 108 trofozoitos“vivos ~de istolztic en 2 mi'de medio

axénico més 2 ml de yema de huevo.

20, Grupo; 16 se inyectaron con 1 X 10 ‘tfbfoébifoéﬁhﬁertos

en 2 ml de medio axénico més 2 ml;d
3er. Grupo: lsfﬁétasiseiihyééﬁApcn dn “amghtefcbn7&ema de -

huevo. -
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bo. Grupo: 4 ratas se 1nyectaron'ﬁnicamente-con medio de ~

cultivo axénico.

Diariamente se observd v Se llev6 un registro de 1la -
forma como evoluclonaban 1as alteraciones macroscdpicas que
aparecieran en el sitio de inyeccién (como color de la piel
edema, tamano de la tumoracion, consistencia, adherencia a
planos profundos, ete. ); asi como también e1 estado gene--,

ral de la rata.

Estos animales fueron sacrificados previa aaestesia -

con éter, de dos en dos, con 1ntervalos de 24 horas

Después de sacrificados se les retir§ Ia ple ?subqg

tdneo abdominal, correspondlente al sitio:dl}_

con un exceso de tejido circundante. Los'ﬁéjidos sepafadbs

de las ratas fueron conservados en formol a :10 por ciento

antes de procesarlos para un estudio microscépico.

7. Téenica de Hemaglutinacién indirecta (HAI)"-"("a'o)‘:, ;

Se utilizé para investigar los tftulos de anticuerpos
contra los antfgenos de E. histolytica, presentes en el -~
suero de la ratas del primer experimento. La reaccibn ge -

1levé a cabo en la sigulente forma.

7.1 Aproximadamente 3 ml de sangre de carnero en solucién
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de Algsever, se mezclaron con 10 ml de solucidn amortiguadora
:dé'fosfatos PBS, pH 7.2, sevcentrifugé a 2500 rpm durante 5

‘mihutos. Cuando los GRC estuvieron lavados tres veces, éntog
cés'el sedimento se resuspendi§ al 2.5% en el mlsmo amorti--

~ guador.

. 7 2 En ‘un tubo de ensayo se mezclaron 3 ml de 1a suspensién

.j,~1de GRC al 2.5% mds 3 ml de la solucién de geddo ténico 1:20,

"'000 Se dejé en reposo en bafio maria a’ 37°C durantelOnﬁmmos.

f:7 3 Los GRC tratados se- 1avaron tres veces con PBS, pH 7.2

»;y al final se resuspendie n:en: 3%ml de PBS 0.15 M pH 6.4,

' *7 y Para que 1os G ﬁqnaqos,Quedaran senslbilizados con -

los: antigenos amibia é;‘égumezclaron 4 ml de PBS pH 6.4 mds

"1ml de la soluciéi e contenfa los antfgenos amilbianos so-

lubles mis 1 ml;dril,;SQSpéhSidn de GRC tanados, la suspen--

- sién se agitﬁ;yf$"déjggen peposo a temperatura ambiente, du

rante 10 minﬁ#&si

7.5 La suSpehéiSh*deiGRC'sin antigeno que sirven como cdn;-
" trol- negativo, se prepararon en 1a misma forma que la ante-—

-rior, solo que en 1ugar de 1 ml de la solucidn con los antI-

genos, se aﬁadié al tubo 1 ml de solucién salina sop@nica.

7.6 Las dos suspensiones de GRC conﬂ&}Sin'gntigénp;(GRCE/Ag

¥ GRC S/Ag) absorbido, fueron centrifugados dosCVgceé con -
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SNC en PBS pH 7. 2 para eliminar el: antigeno libre. Finalmen~
te los paquetes celulares se resuspendieron en 1 ml de SNC,

1% en SSI.

7.7 Se'preparébdn‘SOluciones progresivas, m§dulq 2X, decada
suero de<ré£a,'comenzando con una dilucién 1:2 y con un volu
men final'déko 5 ml. Se utilizé como diluyente la solucidn ~

de suero de conejo al l% en- PBS pH - 7 2 A cada uno de los tu

bos se aﬁadié 0, 05 ml de susp"sién de GRC sensibillizados., ~

Junto con: el sistema se.practicaron 1os siguientes testigos

Testigo bbSiﬁ;V

cido)-més.Gﬁﬁ‘f/

Testigos"neSﬁti&bs

7.9 Se calig;ﬁé g1 tinaciGnmque se‘formaba enwéada =

tubo vy se>doﬁsidef sitivos aquellos en los cuales las ~
celulas rojaé extenderse como una pelfcula, fueron
negativos aquellos otros en 1os cuales los glébulos roJos se-

‘dimentaron formand0~un~anillo estrecho o un botén.
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8. Técnica de Lowry (20).

Utiliza el reactivo de Folin—Ciocalteu para la cuantifi

cacidn colorimétrica de proteinas.‘ :

numerados y por. duplicado, se anadieron diferentes'cantidades

de esa soluciGn de albumina y el volumen final se llev6 hasta

NaOH- j;CdnCentraciGn de
Tubo ml : protefna .ug/ml
1 R _,”wEQbL
2 0.050. a0
3 0100 100
} | o}lso\:z’l-' R M 50
5 0.175 : ;'(0'.2025.' ‘ o5
. . 0:195 ,’. : :.:>: ,.  6;005:;m.,:f> | ij f5‘
" 0.200 -- T

La solucién probiema, que contenfa los antigenoé solubles
de E. histolytica, se diluye 1:2, 1l:4 y 1:8 en solucién de --
NaOH 0.1 N, con volumen final de 200-ul, también por duplicado.
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La prueba necesita tener preparadas tres soluclones (A,
B y C) que ya fueron mencionadas. Minutos antes de llevar a
cabo la reaccidn se mezclan en la sigulente forma: 50 ml de
Na2003 2%, en NaOH 0.1 N, mds 1 ml de KN&CMHNOS 1%, en agua
destilada, més 1 m1 de CuSOq 0. 5% en agua dest:;U.ada..,i h

dad y a temperatura mbiente durante 60 minutos, antes de ~

leer la absorcién a 550 mn.

La absorci§d (Y) del contenido de los seis_tubosl§§n di
ferentes cantidades conocidas (X) de albdmina'bovina,5befmi—,

ten trazar una linea recta de referencla, en la cual seiin—-

terpola la absorcién de los tubos problema. Los resultados -
se multiplicaron por el .factor de dilucién y asirse obtuvo_—
la cantidad de ug/ml de proteina en las soluclones que dontg

nfan los ant{genos de E. histolytica (Fig. 1).

9, Inclusi§n en parafina (43).

Los teJidos de las ratas que se utllizaron en el -segundo
experimento, fueron incluﬁdos en parafina para poder cortar—

los y luego teriirlos, antes de su estudio microsc§pico, el ~
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cual se llevé a caho en el Departamento de Anatomfa Patolégi
ca del Hospital Infantil de México. - '

9.1 Filjacién: Se utilizé formol al 10% neutro, el cual tie~
ne por objeto coagular 1os fluIdos proteicos de 1as células,
endurecer los geles, e inactivar enzimas, ademds de que el =

formol tiene un erecto,antisgptico.

g.2 Deshidrataciéh:»Coﬁéisbe en extraer el agua del ﬁejido,
pasandolo por diferentes‘concentraciones de alcohol al 60%,
70%, 80% y 90% en forma progresiva hasta que el agua haya -~

sldo remplazada por la §1tima concentraci§n.'

9.3 Aclaracién:'En este paso se substituye el al¢0h61‘90% ~
por xilol, el cual es soluble tanto en.alcohbipgomo-eQ para_

fina.

9.4 Inclusién; E1 xilol es desplazado por 1a‘pararina fundi

da, a una temperatura’ de 58-60° » orméndose un - bloque que -

incluye al tejido,

9.5 Corte: El;blodﬁéfdé‘teiido7éé:monta en elfmicrotomo para’
efectuar cortes de 6-10 micras, dependiendo de la téenica a

efectuar, después 1los cortes se montan sobré'portaobjetOS.‘

9.6 Aclaracidén: En el tejldo cortado se inicia la rehidrata

cién, sustituyendo l1la parafina por el xilol.
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9.7 Rehidrataci§n: La hidrataci§n es necesaria para poder

tefilr el tejido, ya que la mayor;a de los colorantes sélo

actdan en el medio acuoso, Para esto el tejido pasa por las

concentraciones dejalcqhol méncionadas en orden decendente

¥ citopiasma;

Tricrémica -de Masson: Permite:hapérﬁﬁhafdiferenciacién

entre colégena del misculo y lbs,cambibs‘fibrétiqos.

Tincién de Wilder: Demuestra fibrgs‘féticul&:éS”espécifi'

camente.

Tincién del dcildo peryédico de Schiff (Reaccién de PAS)

permite distinguir la membrana basal fibra S ulares,

fibras de coldgena, glucbgeno, etc.

Impregnacién argéntica de Grocott: Pe}mit 'diferendiar -

las amibas, mucinas, glucégeno,. etec.
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1V, RESULTADos.

I, A partir de una solucién de albumit é?iqéfbévﬁﬁa,,lngﬁmq

se prepararon varias diluciones‘que sirvieron para conocer los

puntos de la lfnea recta de 'alibracién*(Fig 1), conforme a -~

la técnica de Lowry. E, Coleman  r y.con una longitud de ==

onda de 550 nm, se obtuvieron las siguientes lecturas

N

Tﬁ565ﬂ:‘u ”'trpfaAlbﬁmina{._> 3Cf A§$9£éi§ﬁ;_‘
1 200 ug/0.2 ml;‘uﬂggf{ﬁo;fijfﬂ} 
2 ‘150,ug/o,é7mil ‘§;7ﬁf%o§§53{i5“
3 1oo:pg/Q;2‘ﬁ”' ' 5 @:&1311
4 50 ug/0.2 m ,f b}22g ‘

5 25 0,15,
6 . 0 06

En la gréfica de la Fig. 1 no viene corregido el factor
volumen, de modo que en el eje de las abscisas los valores se

presentan como ug/o 2 ml. Por esta razdn después de tener las

lecturas de las- muestras problema (extracto crudo d
amiblanos) la concentracidén que se obtuvo al i : éfmul
tiplicé por el factor 5 (volumen) y luggg
(diluc1§n) para poder conocer el cohggn;doxprdtégni

tracto en ug/ml.
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TITULOS DE;ANTICUERPOS CANTIDAD DE TROFOZOITOS
. P

7,dias'1 _r14 dfas X 10
18 1116 _ 10
1:16 L6k | 30

132 13 . 50

B

;i;B- RRNE I ST  ‘M ‘75.».
,1':;256 0li256. e 80“‘
e S Rda s P 90
132 1’00‘ o
rose '

oty

1200

: CUADRO I Titulos de anticuerpos hemaglutinantes anti—

E. histolytica en dos muestras'de‘suero tomadas a cada

rata 7 y 14, dfa :desbués dexla inyeccién SC de diferen
tes cantidades de trofozoitos 1vos,m§s 2gml de yema =

de huevo,‘;j;.
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2. Después de lnyectar difererites cantldades de trofozoitos
de E. histolytica en el tejldo SC de 10 ratas Wistar, se to-
maron dos muestras de sangre de cada uno de los animales, T

y 14 dfas después de la inoculacién. Los tftulos de anticuer
pos se investigaron por la técnica de HAI.VLos resultados se
presentan en el cuadro 1. Se obtuvo una correlacién (r= 0.68)
entre las cantidades de trofozoltos inyectados y los titulos
de anticuerpos anti-E. histolytica que se encontraron en las
muestras de suero obtenidas al momento de sacrificar los ani
males, esfo es, 14 dias después de iniciado el experimento.

Los valores teéricos de la 1£nea recta se calcularon,segﬁn -
un programa de éorrelacién lineal (29) para una calculadofa

TI-59 (Texas Instruments), . .

'mx. +b - 4

o<
it i

1fnea recta para conocer --
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trofozoltos muertos por ultrasonildo m@s 2 ml de yema de huevo,
A estos animales también se les tomaron dos muestras‘de sangre
7y 14 dias después del inbculo. Los tItulos.de anticuerpos -~
anti-E. histolytica se investigaron por la mlsma téchica de -~

HAI. Los resultados se presentan en el (Cuadro II).

Un tercer grupo de 5 ratas fue inoculado'solamente con 2

ml de yema de huevo y sus tftulos de anticuerpos 7 y 14 dIas -

después, se presentan en- el (Cuadro III)

Finalmente, en el Cuadro IV) eStén'ios”resultados del dl

timo grupo de 5 rat 1cuales fueron inyectadas solamente

con medio de cultivo xénico 137,*'

Se calcu16 1a.med1a geométrica (MG) y la desviacién estén
dar (DE)} (2”) de los titulos de anticuerpos anti~E, histolyti-
ca 7y 14 dIas despugSIde haber'inyectadq 103’in§culos en cada
uno de los cﬁatro gfubos de ahiﬁales; Paravéétaé operaciones -

se tomaron los valores recfprocos (R) de céda'dilucién.

MG = antilog £log R
» N
DE = antilog [£(log Ra) - (X log R)2

N-1

En el (Cuadro V) se presentan los resultados“obtenidos al cal—

cular la media geomgtrica (MG) y desviacidn es BRI
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Fig. 2. Correlaclon llneal ente la cantidad de trofg

Zoitos inyectados y los: tituios de
E.hlstolytica

anticuerpos anti-
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TITULOS DE ANTICUERPOS .

. 7;d£és' *v'ig‘iﬁ dfas -
; 1:2 'v;':'k 12
L 16
 1;é | ”? 118
18k
a1
1;2v ,i:u.
1:27 Ly
BYT: 1:4

CUADRO II. TItulos de ntiéﬁefSoé“hemaA
glutinantes anti E hist ztipa en dos -
| muestras de suero qu r;n tdmadas a

cada rata 7 v 1h dias después de 1la in-
yeccién SC de 100 X 106

tos més 2 ml de yema de’ huevo.

trofozoitos muer
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|GRUPO CONTROL . -
7 dias ;'»ﬁ ‘ "1u dfas

» VNE51 ,; }5"f} 3 NEG

owe . wEe

V»”fﬁEq‘ 7  Nme
' NEGTj’ NEG
a2 1:8

CUADRC IiI ;Tiﬁﬁibé”de“.nticuerpos hema.'v

; zmi dé;yema de huevo.
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GRUPO CONTROL
7'd£é§ “1‘-A 14 dfas

Nee . n2
TNEch' CoNER
NEG . NEG
owEG L NEe
N 1:2

- CUADRO 1V, Titﬁios qe'anficuerpos hema-
vglutinahtés~anti-§;'histolxtica en dos
muestras de{s@erdrque fueron tomadas a
cada rata, T y‘iu dfas después de la in
‘yeccibn SC de 2 ml de medio de cultivo

axénico gstéril.
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los titulos de anticuerpos obtenidos 7 y 1u dfas después del

inéculo en cada uno de' o] cuatro grupos de ratas.;.? ]

Las' diferencias,se aprecian en la Fig.. 3, al presentar

en barras loszya_‘re - meneds ,o‘ en‘el pérrafo anterior. Se
puede observar, primero, que solamente al inocular trofozoi-
tos vivos se obtuvo una buena respuesta de anticuerpos séri-
cos antl-E. histolztic con,un aumento discreto de;la prime
ra a la segunda semana. Y seéundo, que adn éﬁ.el'suero de -
las ratas que no recibieron iﬁ&écciones dé‘troszoifos (sino
medio de cultivo axénic0‘o yéma de huevo) la pruéba’de HAI -
fue positiva,.aunque‘lqs‘ﬁiﬁulos de anticuérpos fueron muy -

bajos y, por consiguiente;.nq significativos.

No hubo diferencias estrictamente significativas (p>0.5)
cuando se compararon entre si los titulos correspondientes a
1as muestras tomadas durante la primera v la segunda semana
en el primer grupo de ratas, esto es, en las que recibieron

inéculos de trofozoitos vivos., El valor de "p" se obtuvo des

se compararon los valores recfprocos de 1os tItulos de Cm——
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InGeulo 7 dfas 14 dfas
MG DS MG . .DS
A = Trofozoltos vives 1:95 ¥ 11.8 '~1:é56fj,i-116;7
B = Trofozoltos miwertos  1:2.8 & L9 1.3 0 2.
C = Yema de huevo 111 1 1:1,5'f}t 2.6
D = Medio de cultivo 0 1:1.3 1

1.5

CUADRO V. Valores de la media geométrica'y desviacidn estandarde
los tftulos de anticuerpos anti-E. histolytica obtenidos 7 y 1l
dfas después del inéculo en cada uno de los Y4 grupos de ratas.

Fuente de Grados

Suma Promedio
variacién o de de de P P
varianza. . libertad cuadrados cuadrados
Entre grupos 3 303564 101188  24.38 <0.05
Intra-grupos ©19 78850 4150
T o t a 1l 22 - 38241k

CUADRO VII. Andlisis:de Varianza.



Titulos

512
256
256
256
256
256
128

6l

64

32

2

Grados de libertad é}}b'

E > o, 5 i

D I S
7 dfas 14 dfas
A
256 2 4 6
256=Mediana C
<256 3 1 4
5 5 10
2 2
. (4 -D) (2 - 1) = = 0.33
A+ D 2 +1

CUADRO VI. Prueba de Mc;N.mar para muestras dependientes, aplica-

da para estudiar las diferencias entre 1os tftulos de anticuerpos

obtenidos a los 7 y 14 dfas en las ratas inyectadas con trofozoi-

tos vivos de E.

histolztica (Cuadro I)
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anticuerpos qhe; al final de la segunda semanha, tenfan los -
sueros de IOS'Cuatro grupos. de ratas que formaron parte del

experimento.‘Los resultados vienen en el (Cuadro VII).

‘ 3. Todos los animales fueron examinados diariamente durante

los dfas siguientes a la 1nocu1ac16n!de,los trofozoitos y se

observaron muy pocos cambios ‘ ondicidn general de las

ratas. Durante los primeros dfa_ ue Siguieron a lainyecciﬁq,

hubo una ligera pérdida del apetito y “clerta pasividad de los
animales ante los estfmulos externos. En la piel de la regién
abdominal se form$ un n6dulo de consistencia blanda y tamafio

variable (aproximadamente 2.5gcm de diémetro). Este nédulo -

desaparqcié dos a tres dgas'desbuésiéuahdo los animales fue-

ron inyectados con yema‘de hue?d; médio de cultivo o pequefas
cantidades de trofozoitqs,viyos; pérO»persistié durante mds

de dlez dfas cuandoiiéé:aﬂimales se 1nyectaron con 100 millo

nes o més de trofozoitos vivos. No hubo camblos.en el color

de la pilel, la cual>fue:rasurada antes de iniciar cada expe-

rimento,

4. Cuando la#Irgta erol ”inyectadas por vfa SC con ‘trofo-

zoitos vivos mé itio de‘la inoculacién

ocurris unaﬂinten

En 1os animales u ueron sacrificados a'las 2& horas,

se encontr6 una extensa zona de necrosis tisular central, -



| . Epidermis

2 .Infiltrade de leucocitos Polimor-
fonucleares y Macrofagos

3. Trofozoitos de E. histolytica

4. Necrosis central

5. Tejido muscular

Fig. 4. Esquema de las lesiones en un corte
de piel de rato, 48 horas despue’s de inyec-

tar trofozoitos vivos de E. histolytica par
via subcutdneg.
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1 . Epidermis

2. lnfiltrodo  de LinfocitosyCe'lulcs plasmaticas

3, Tejidos de gronulocio'n, Fibroblastos y neofor-
macion de pequefios vasoS sanguineos

4 Necrosis central que contiene trofozoitos
y Macrafagos

% Taiida muscular

Fig. 5. Esquemao de las lesiones en un corte

de plel de rate, 4 dios despues de inyector trofo-

zoitos vivos de E. histolytica por via subcutanea.
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rodeada por abundantes trofozoltos y leucocitos PMN (Fig, 4).

En las ratas que fueron sacrificadas varios dfas después
de la inyeccién de trofozoifos vivos, el examen microscdpico
revel§ ung serile de cambios que modificaron la imagen inicial.
3in embargo, los trofozoitos siempre se mantuvieron alrededor
de la lesién central, nunca se extendieron a los tejidos vecl
nos nl tampoco aumentaron su nﬁmero. Més pien, fueron disminu
yendo progresivamente hasta gque, ocho dgas después de la ino-
culacién, en la piel sblo quedaba un reducido nimero de ami--
bas, aunque todas ellas conservaban intacta su morfologia. El
infiltrad0~de:PMN fambién disminuyé répidamente y siempre es-

tuvo COhcéntrﬁdq;alrededor de la zona de necresis.

A parti de:las 48 horas, los PMN comenzaron a ser des--

olazados por acréfagos vacuolados que, en algunos casos, - -

adoptaron una»ﬂorma epiteloide En las ratas que fueron sacri
ficadas seis dias después de la inyeccldén, ya el infiltrado -
de linfocitos estaba compuesto casi exclusilvamente por células

mononucleares.

Los fibroblastos y la neoformacién de pequenos vasos san
gufneos (es decir 1o que se ‘eonoce como "tejido de gfanula--
cién")aparecieron alrededor de la lesién central en las ratas
sacrificadas 72 horas después de reecibir el inéculo. En estos

mismos animales se observé una sfntesis incipiente de coldgena
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que comenzé a formar una envoltura limitante de los trofozol
tos y el tejido dafiado. ESté "halo" de colégena tuvo su mﬁx;
mo esplendor aproximadamente sels dfas después de la inyec~--
cién. En ese momento, todav{a la lesién necrética central --
contenfa trofozoitos y macréfagos, los cuales estaban locali
zados en su porcibén mis extensa. Hacia afuera, entréila ne--
crosis y el tejido de sranulacién, se encontrd un infiltrado
pluricelular en el cual predominaban los linfocitos Yy las cé
lulas plasméticas. Este infiltrado fue evidente-a partir del
cuarto dfa (fig. 5) y luego.el ndmero de células fue aumen--
tando progresivamente durante tres dfas més, hasta ‘que dejé

de ensancharse la envoltura deft‘ id’”de granulacidn y la co

l4gena comenzé a evolucignathaqga; fibrosis.

Aproximadamenté ehtfé‘e dfa’ sexto y el septimo (fig €)

comenzaron a observarse célula _cebadas entre el infiltrado

de linfocitos. En las ratas que 'se sacrificaron posteriormen
te, se encontro que la lesién ‘estaba infiltrada por una can-
tidad cada vez mayor_de estas‘cglulas eon granulaciones. -
Diez dias después de ia inyécciﬁn de'los trofozoiéos, ya que
no se encontraban'amibés:y ialzona‘de hedrosis géﬁtral esta-
ba blen limitada por una‘énvolturafde tejido fibrétiéo; Coh;
tinuaron presentes abundantes linfocitos, celulas plasméticas
y células cebadas, particularmente estas ultimas,'cuyo cito-

plasma ya no estaba_cargado con abundqntgs_granulaciones}-
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2, Infiltrado de Linfocitos, Células plas-

Epidermis

maticas, Células cebadas con granulaciones
3, "Halo"de Coldgena
4 , Necrosis central que todavia contiene
trofozoitos vivos

5. Tejido muscular

Fig. 6. Esquema de un corte de plel de rata, 7dias
despue’s de inyectar trofozoitos vivos de E.histoly-

tica por via subcutaneas
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Poses
3
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Eo Ny RO

I. Epidermis
2. infiltrado de Linfocitos, Células plasmdticas

y Celulas cebados degranuladas

3. "Halo" de Coldgena que comienza o
presentar fibrosis

4'.A Nicrosis central limtada con escasos
trofozoitos vivos

5, Tejida muscular

.Fig. 7. Esquema de un corte de piel de rata, 9 dias

despues de inyectar trofozoitos de E. histalytica
por via subcutu’n‘eu.
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La lesién:eleucionéuhacia'una fibrosis (Fig. 7) que en
cerrd un iﬁfilfﬁédo 6f6ﬁi6o{'Géneralmente, ésta terminé por
abrirse a.lé‘éﬁidérmis;’dieg'a once dfas después de la inyec
¢l6n. Cuando dcurria estb; se observaba una reactivacibn del
proceso 1nf1amatorio ¥ la cavidad se contaminaba con bacte--

rlas, pero los tejidos continuaban libres de trofozoitos.

5. Cuando las ratas se inyectaron con trofozoitos muertds -
tamblén se encontrd, 24 horas despuéé, una iési@n_necr§tica

subcuténea muy extensa con abundantes leucocitos PMN infil-~
trados alrededor y sin ninguna célula con caracterf{sticas de
amiba. Este infiltrado de leucocitos PMN predomin§ durante -
mis tlempo en comparaciﬁn a las obsérvaciones qﬁé Sélﬁicierpn

en las leslones de las ratas del grupo anterior.

Por otra parte, las células cebadas aparecie%&ﬁ;pfecOza
mente en las ratas sacrificadas a los dfas. Su Ioéélizaci§n
fue la misma, es decir, entre el infiitrado dg leucocitos v
células plasmiticas y, su nimero fue aumentando progresiva--
mente en las leslones que se observaban en las ratas sacrif]
cadas durante los dias slgulentes. En estas ratas inyectadas
con trofozoltos muertos, los macr§fagos vacuolados llegaron
a la lesién central dos dfas mds tarde de lo que se observd
cuando las ratas fueron inyectadas con trofozoitos wvivos., =~
Por otra parte, el tejido de granulacién se formé répidamente

para encerrar la lesién central en una envoltura de coldgena.
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6. En las ratas inyectadas solamente con medio de cultivo axé
nico estéril, no Se'encontr§ la zona de necrosls central. El
infiltrado de células fagocfticas fue menor y los depésitos -

de coldgena fueron escasos y focales.

Cuando’las rataé ge inyectarbﬁ solamente‘con yema de hue
Vo, tampoco hubo necrosis tisular. Se observé un moderado in~
filtrado de células fagociticas PMN que se mantuvieron activas
durante poco tiempo..Los macrofagos substituyeron répidamente
el infiltrado inicial de modo que 48 horas después de la in--
yeceibn ya predominaban las células mononucleares. EL tejido
de granulacién formé una envoitﬁra mucho mds delgada. Estuvo
presente un infiltradb de~linfocitos, células plasméticas y -

celulas cebadas que- se. pudo observar hasta en las ratas sacri

ficadas al octavo d{at’ partir de este momento en la parte -

mds externa de»la lesi se comen26 a organizar la fibrosis -

que sustituyé al tejido:detgranulacién.
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V. DISCUSION,

Con la ayuda de varias especies animales, algunos inves-
tigadores han estudiado la respuesta inmunitaria humoral antg
amiblana después de infecclones. experimentales que utilizan -

cepas axénicas_o‘monoxénicas de E, histolytica.

Las amibas cultivadas en medio axénico han sido inocula-
das intrahepéticamente a haﬁsters, cuya resphesta de anticuer
pos séricos se han estudiado por medio de la técnica de hema-
glutinacién indirecta (HAI) y ELISA, La primera resultd espe-
cifica y lo suficlentemente sensible como para que fueran sig
nificativos los tftulos de 1:16 en adelante. En camblo, la se
gunda tecnica se tuvo que aceptar con el mismo valor de signi
ficancia solamente 1os tftulos por encima de 1:32, aunque, en
los casos de. infeccién hepética amibiana, sélo los titulos ma

yores de 1: 128 eran indicativos de 1a amibiasis invasora (89).

Otros autores han estudiadO‘la inmunogenicidad de los -

istol tica.
¥ enisla piel de un grupo de

Este oroducto fue in

antfgenos lisosomales de

in unizacién tres veces

més, con intervalos de diez'dias ‘entre’ ada inyeccion. Por me

dio de la contrainmunoelectro CIEF);se comprobé una -

seroconversién, de nagat'“ el 59 6 por ciento

de los monos, con tftulos significativos entre 1:2 y 1:4, los
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cuales pueden considerarse sumamente bajos. Utilizando la -

téenica de 1a HAI,f 

por ciento de losfmonos y los titulos oscilaron entre el -~
1:64 y 1:8 salvo algunbs sueros que dleron tftulos de 1:128.
Esta gltima diluci§n ha sido considerada como el limite in-
.ferior’dé 1oé‘vaiores necesarios para hacer el diagn@stiqo

de amibiasis invasora en los humanos (8).

En otros experimentos, para comparar la respuesta inmu |
nitaria de animales infectados o inmunizados con trofozoitos
de E. histolytica, se ha utilizado como dosis 1nfectiva la
cantidad de 1.5 X 10§‘trofozoitos de la cepa HM-2:IMSS in—f
yectados por vfa‘inﬁraﬁépéfica.‘Como ddsis inmunizante fue
inoculadé la misma céﬁtidad, pero por vIa iﬁtradérmica en el
coJinete plantar de los hamsters. Los anticuerpos anti- E. -
histolytica fueron estudiados cualitativamente por medio de
la técnica de CIEF y se encontrd que la respuesta fue muy -~

parecida en ambos grupos. La relacién positivos/totales, a

B

los 14 dfas de’la 1nocu1ac16n, fu' 3/5 en el grupo de anima
les infectados y 6/6 en el grupo in unizado. Despues de 28
dfas, la CIEF fue cien por ciento positiva en 1os dos gru--

pos (73).

Con el objeto de desencadenar una reaccidn de Shwartz-
man en el higado de conejos’ Nueva Zelanda los animales fue‘

ron linoculados por via intrahepética,con endotoxinasvde,—-— :



76

Serratia mercenses y/o epinefrina. Posteriormente se les ln-
yectaron, por V;é endovendsa,vtrofozoitos de E. histolytica

HK~9:NTH obteﬁidos de un cultivo axéniéo y también trofozoi-~
tbs de la cepa_honékénica HM-2 :IMSS (cultivada con Bacteroi-
des symbiosus) LOS'animales fueroﬁ sacrificados cuatro dfas
‘ después de la- inoculacién Los sueros de los animales se es=
tudlaron por,medio»de la-CIEF para buscar anticuerpos anti——

E. histolgtica pero todos los sueros fueron negativos (96)

Krupp - (53)Yiosr5 inducir una buena respuesta inmunita--
ria en cobayos a: los cuales se 1es inyecté tres veces por -
vIa intramuscular con trofozoitos de E histolztica 200.NId,
o sino con laijracciones,I,;II,y.III obtenidas por la sepa-
racién cromatrogrﬁfica~dei'conténido de un extracto crudo de
trofozoltos, Deépués dé la administraciéh de ias désis inmu-
nizantes, los'aniﬁales fueron infectados“intracecaimente con
2 % 105 trofozoitos y posteriormente fueron sacrificados sie
te dfas més tarde. La inmunizacién con la fraccion I 1ogr6 -
proporcionar una proteccién completa, ya que no se observaron
lesiones en el colon de ningun animal Cuando se inyectaron
las amibas por vfa intramuscular, la proteccion fue tan solo
del 70 por ciento..Cuando se inmunizé con la fraccién III, -
fue del 64 por ciento y, apenas del 43 por ciento cuando se
hizo lo mismo con la fraccién II. Los tftulos de anticuerpos,
estudiados por la tgcnica de HAI, fueron-elevadqs y,estuvie-’

vron entre 1:243 y 1:59, 049, Fueron negativos los sﬁgros de
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algunos animales quefhabfan5§idq(inmﬁnizngSvcdhgla,fraCCién

II y III.

Los resultadoﬁjéhﬁ

obtenidos en este'trabéjo;< ue’;ex Stéd’diferénbiés*eﬁtre

las especles animales, VI f nocu acién, esquema de lnocu
lacién, désis, tiempo de infeccién y tipo de antfgeno o cepa
de trofozoitos. Ademis, nuestrq;prppdsibq no fue comprobar -~
el grado de inmunidad o de proéécéiGn que se les podfa indu-

cir a los animales a los qualesmse les inyectaron trefozoitos

de E. histolytica por via SC.

En el trabajo que utilizé monos (8) se ‘informan t{tulos

de anticuerpos, medldos por la técnic : AI, que 50N menores

a los encontrados en las ratas de nuestro'experimento. Pero

esto puede ser a causa de la diferencia,en re los animales -
y también porque fuerqn distintos los antigenos inyectados y

las cantldades de los mismos.

Por lo que respecta a la seroconversién, se enéohtr6 -
que fue del clen por cilento desd: la primera semana,kaun en
el grupo que recib16 las amibas muertas. Aunque las ratas -
que no recibieron amlbas sino medio de cultivo o yema de hue
vo, algunas tuvieron una serologia positiva;muy.débil_gp uno

de los casos.
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En el trabajo de Krupp (53), probablemente la lnyeccién
del antfgeno tres veces durante tres semanas pudo,in:luif en

los tftulos tan elevados que se obtuvieron.

Al utilizar amibas vivas en el experimento, el disefio se
aproxima mis a lo que podria suceder en el caso de una infec
elén real, En los trabados que utilizaron amiba vivas por —-
via intpahepética (59)‘0«intramuseular (53), se obtuvieron -
tftulos de anﬁiﬁﬂefpoé‘Sumémente variables, desde los. que ==
fueron negativos en algunos casos hasta otros muy elevados -

gque fueron positivos aln con una dilucibn de 1:32,768.

Cuando se - inoculan amibas vivas, la intensidad de la ~—
respuestg 1nmunitaria humoral generalmente resulta proporcio

nal al tiempo que se mantiene la infecciGn y el grado ‘de la -

lesién tisular: (69) La media geomé Y "\ke‘los tItulos ob=-
tenidos por la reaccién de HAI va aumentando progresivamente
conforme se prolonga el tiempo de la infeccién, hasta 25 dfas
después de la inoculacién.,En nuestro experimento, la media

geométrica de los tftulos obtenidos a.los iﬂydias fuevsupe--

rior a la media quefse obfvo con\los sueros separados a-los
7 dfas. Pero 1as d1ferenc1as nogstueron sighificativaé; io -
cual suglere un t;empo muy reducido para_léketapé duran£e ia
cual la infeceidn éxperiméntal resultéyééféSiyaly_iegionS -

los telldos.,
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Nuestros resultados parecen estar en favor de los comen
tarios acerca de que no parece existir una buena correlacidn
entre la cantidad de anticuerpos séricos‘anti—gL histolytica
y la capacidad del huésped para dominar la infeccién. E1 ma-
terial antigénico de los trofozoitos muertos resulté muy poco
inmunogénico cuando se inyectd por via 3C, aunque puede ser
que el procedimiento utililizado para lisar las células no haya
sido el més adecuado para conservar la inmunogenicidad. Los
trofozoitos vivos estimularon la sintesis de una cantidad ma
yor de anticuerpos, pero estos no camblaron las caracteristi
cas histolégicas de las lesiones y la evolucién de las mismas.
Seguramente que otra cepa de E; histolvticaﬁmucho mis viru--
lenta habr§a modificado significativamente 12 invasividad del
protozoario y la extensién de la necrosis. Pero no parece muy
probable que en los casos humanos de amibiasis cutdnea, la -
respuesta del sistema inmunoldgico pueda 1ncefvenir para res

tringir favorablemente la evolucién del cuadro clfnico.
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Por lo que se refilere a los resultados de nuestro segun
do e*perimentb, los trofozoitos de E. histelytica no demos--
traron cpacldad invasiva, después de iﬁyectarlos en»el teji-
do SC de ratas Wistar., Ellos solamente causaron una lesién -
necrética en el sitio de la inyeccién, alrededor de la cual
se cpmenzé a formar una abundante cantidad de tejido de gra-
nulaeldn, con infiltracién de fibroblastos y sintesis de co-
1dgena, diez dfas después de la inyeceldn ya no se encontra-
ban amibas vivas y la lesidn evolucionaba hacla la f{ibrosis.
La inyeceldn simultdnea de un medio natural, la yema de hue-
vo, ricde en colésterol, no modific§ la virulencia de loes pro
tozoarios y ninguno dé los animales presenté lesiones simila
res a lés qu‘séf5§hfde$cr1to en la amiblasis cuté&nea de los
numanos. 'Probdblémeﬁté éi inyectar 1as amlbas en el tejido -
SC, en donde permanecieron atrapadas sin contaminarse con --
bacterias, se obtuvo un modelo experimental que 1imitd come--
pletamente tanto la multiplicacidn como la ilnvasividad de los
trofozoitos ELl infiltrado inicial de leucocitos PMN y luego
la aparicion de macrofagos, lograron dominar a la gran canti

dad de amibas que‘se‘inyectaron en el tejido SC y en ninguno

de los animales e‘ udiados se observ6 un progreso de la le--

si6n 1nicia1 ni un retroceso del tejido de granulacidn o 1li-

sis de las fibras colégenas que estaban,méshcercanas a la por

cibn central en donde habfa ocu ridoul n rosis.;‘

Reclentemente, varios autohé37(U1);presehtaron un estudio
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sobre la evoluciande'lds cambibs hispatoléglicos provocados

por la inoculacién directa de E. histo*gtica en el parénqui

ma hepdtico de 25 hamsters recien destetados. Estos animales
fueron sacrificados a intervalos de 48 horas, desde el mo--

mento de la inyecciéﬁlhasﬁafdoce dfas después. Las observa-

ciones microSc@pidaS<reaiizadas sobre las fibras de coldgena
que envolvieron 1a”zona-de necrosis o absceso central, per-

mitieron suponer‘que, ea'el higado de estos animales, ocu--

rrieron dos fenémenos en farma simultanea. Por una parte, -

se obsefvé que la-lesién central de los,hepatocitds lisados

fue rodeada rdpidamente por fibroblastos,que‘sintetizaron -

fibras de coldgena, las cuales formaron un halo alrededor -

de 1la necrosié. Pero, al mismo tiémpa'se observd que los -~

trofozoitas atfapados en el cehtro podfan atacar las fibras

de colégena que estaban eh la poreién mds interna del halb

y de este modo la lesi6n central tenIa una tendencia a'.ex--

tender sus dimensiones.,Es decir que la enfermedad experi-

mental resultaba u'L""ceso dinémico en el cual la enferme-

dad experimental resultabalun proceso dinémico en el cual -

la afluencia de- fi 'lastos trataba de reparar el dano he=- ,
pdtico que habIan causado~los trofozoitos, mientras, simul—
tdneamente, los protozoarios trataban de atacar la envoltura
de colagena que 1os mantenia limitados a la, regidn en donde
fueron 1nyecpados. Los resultados de este balance variaron

de uno a otro animal y por esta razén algunos terminaron por
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sanar rdpidamente y en otros aumenté el tamafio de sus absce
s0s. En este trabajo (41) se describen leslones hep@ticas -
que tlenen una evolucldn parecida a la que nosotros observa
mos en la plel al inyectar una mayor cantldad de amibas, ==~
solo que la necrosis del hfgado fue m&s extensa y, adem&s,

resulté menor el infiltrado de fibroblastos y la sintesis ~

de colégena.: o

Existen‘diversos tpabaJos que hqn informado (27, 38, -
95) sobre amplias zonas.de necrosié y- formaclén de miltiples
abscesos cuando pequeflas cantldades de E. histolytica se in
yectan en el teJido pafenquimatoso de varias especies de --
animales. En esos casos, el tamafio de la lesiﬁn dependid de
la facilidad con la cual fue lisado el téJido parenquimato-
SO que recibi§ la 1no¢u1aci§n de_los,tﬁofozoitos, de las -~
oportunidades gque estos tu#ieron‘ﬁafa~mu1t1plicarse eﬁ esos

micro-habitats y de las dificultades para organizar una en-

voltura de fibroblastos que sintetizaran la suficiente can-
tidad de colégena. Cada una de estas circunstancias pudo ~-

estar infiufda- por diversos factores.>

Otros estﬁd16s ék§érimehta1es (4) con hamsters édultos
que también fueron inoculados intrahepédticamente con trofo-
zoitos vives de E, histolytica, han demostrado que las le--
slones tlenden a la formacién de granulomas, con camblos en

la apariencia de los macréfagos que toman una forma eplteloide.
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y aparicién de células glgantes multinucleadas,{u'a*modera-

da infiltracidn de linfocitos y escasos fibroblastos que, -
en estos animales no sintetlzan una cantidad suficiente de
coldgena. Diferentes autores (57) estén de acuerdo en que =
después de 1la inyecc16n intrahepética de hamsters con trofo
zoltos de E. histolytica slempre quedan algunos animales a
los cuales no se les encuentra ninguna lesién hepdtica en -
el momento de sacrificarlos, mientras otros que se mantienen
en observacién durante semanas, evoluclonaban sin complica-
clones y terminan completamente sanos después de varlos me-
ses. Sin embargo, aunque las observaciones anteriores pare-~
cen indicar que el hamster es un animal que cuenta con los
mecanismos defensivos necesarlos para resolver adecuadamen-
te las infecelones experimentales que representan la inocu-
lacldn de millones de trofozoltos vivos, también se pueden
encontrar otras observaciones (86) que estdn en favor de ~-
que existen en los hamsters una aparente vulnerabilidad -
para que E. histolxtica 1es cause abscesos en el hfgado --
Cuando los trofozoitos ‘de la cepa IP~ 106, que tenfan once -
afios de estar cultivados en condiciones axénicas, se les in
yectaron a varios hamsters dorados por via intrécecal e in
traperitoneal, todos los animales formaron abscesos hepdti-~

cos, perltoneales y pulmonares (37).

Cuando los trofozoltos de E. histolytica axénica se -

han lnyectado en el cerebro de ratones reclen nacidos de =~
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mayor edad (65), las éifrasvde mortalidad son mucho mayores
y las lesiones tienen una apariencia'histoldgica diférente.
Estos ratones presentan varias zonasAde‘néQrosis‘rddeadé -
fundamentalmente por ﬁn infiltrado de leucocitos PMN, sin -
que se presente una acumulacién"dé fibpoblaétds ni'se forme
un halo de colégena alrededorvdeila leéiéﬁ; Resultados'simi
lares se han obtenido cuando E. histolytic axénica se in--
yecta intracerebralmente a los conejos (9&) Tanto los rato
nes como los conejos que sobreviven a la inoculacién de tro
fozoitos en el cerebro quedan con el dafio residual qde ocu~
rrié durante los primeros dfas ¥y no se les bﬁedé éncdntrar

en los animales sacrificados después de una semana, aunque

18gicamente, en el cerebro permanecen ‘los antIgenos de los

restos de E. histolxtica La gravedad del daﬁo de'" Iste

nervioso central depende de la cantidad de protqzoéﬁi@S;:ig

yectados, de la edad del animal y de,la_yiruléqéi de la -

cepa,

Hasta ahora, los direrentes modelos de’Amibiasis expe-

rimental que utilizan indculos de Entamoeba histolytica axé

nica, revelan que exlsten diferencias entre 1as caracteris-
ticas de las lesiones, su evolucién y la sobrevida de los ~
animales, segdn la cantidad de trofozoltos que se lnyectan
y la virulencia de la cepa, la vfa utilizada para introducir
las amibas en los telidos, la especie animal y la edad que

tienen en el momento del experimento, Todas estas variables
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explican los resultados desiguales, pero no aclaran comple
tamente la patogenla de las diferentes lesiones, ni revelan
cuales mecanismoé 1nmunol§gicos participan en cada una de -

ellas.

En las ratas que fueron.inyecbadas‘con E. histolzticé
por v;a‘SC,'él fenémeno inflamatorio en 1a.piei-eVOlu§ion5
en la forma usual que se conoce desdévhace afios (7“).>Pefo
se observaron’d&s fendmenos intefesantes. Por una parte, la
acumulacién de fibroblastos y la sintesis de colégena alre
dedor de la lési§n fue una reaccién mucho més intensa que
la referida por otros»autpféslqﬁe también han inyectado E.
histolytica en otros téjiaggfde var1as especles animales.
Esta actividad de los fibfsblastés puede ser aprovechada -
para el disefio de experiﬁéntbs que estudien, in vivo, la =~
sﬁntesis de colagenasas por loé_trofozoitos come parte de
sus mecahismos de 1nvasividad o, también, la produccién de
colégena por parte dél‘huésbed"ébmo una barrera defensiva
contra la amibiasis. Naturélhente, la inyeccién.subcgténea
de trofozoltos vivosfdé g#—histoixtica va a provocaf lesio
nes cuyas caractef{ééid@é histdlégicas deben variar cuando ;
se utilicen otraé'éeﬁag\dué posean up,mayor grado'de viru-
lencia o la capacidad para sintetizarfunglmayér cantidad -
de colagenasas, asi como también‘cuandoisefcambie la espe-
cle o la edad del animal recéptor,puduaﬁdd se inocule un -

menor ndmero de trofozoitos. Més adelante, también serd --

i
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necesario'cofrelacionar las caracterfsticas de las lesiones
¢on el zimodemo u’ 'otros patrones biogufmicos de los trofo--
zoltos utilizados. Las lesiones poco extensas que se obser-
varon en‘las ratas inoculadas por Vfa SC pueden ser ung ~-
consecuencia de que la cepa HK-9 haya atenuado su virulencila

después de varlos afios de cultivo en un medio axénico.

La segunda observacién se refiere al infiltrado de cé-
lulas cebadas alrededor de la zona necrosada por 1os trofo-
zoltos. Las observaclones histoldgicas en los animales uti-
lizados como testigos permiten suponer que 1as células ceba

das no aparecen exclusivamente como una consecuencia de la

inyeccidn de yema de huevo en el tejido SC aunque,laparente

mente la respuesta no es especIfica contra To trofozoitos

vivos o muertos, sino que forman parte

r reaccion

inflamatoria en el tejido SC de ésto

a nuestros resultados 6 a 7 df&é des
era evidente que habfa un elevadov f
alrededor de la 1e516n v también que

granulaciones en el citoplasma, perorq

eran apreciables.. Por todo lo cual se'pue et nf
células cebadas liberaron su contenido de’ aminas‘vasoacti-—
vas. Queda por estudlar la naturaleza de los factores que -
contribuyeron a su infiltraclén alrededor del tejido_daﬁado'
y también el efecto de la histamina y las otras sustancias

sobre la evolucién de la lesibn y sobre la actividad blolégica
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de los trofozoitos.‘Las células cebadas no aparecen alrededor
de las lesionés que provoca E. histolytica cuando este proto-
zoario se inyecta eﬁ ei hfgado o en el cerebro, en cambio si

estén presenﬁes en la submucosa del intestino invadido por --
los trofozoitdé,‘pero en esés casos las lesiones tlenen carac
ter{sticas completémente diferéntes a las que se observaron -
en el presente estudlo. Es convenlente mencionar que ya se co
noce el caso de algunas parasitosis, como la esquistosomiasis,
en las cuales los antigenos de los tremétodos puedeq estimu—-
lar la liberacin de histamira y esto inhibe la cb:ﬁﬁ'éﬁénéia -
de los linfocitos (48). El efecto 1nmunosupresor de la hista-
mina se conoce desde hace ahos (55), pero hasta hace poco ———

tiempo sélo se le habfla relaclonado con los fen6menos de hi——

persensibilidad (52) en los cuales participan las IgE ¥y la

acumulacién de eosinéfilos.a

 Igenos de E. histolytica -
pueden estimular la sfnte :”e esﬁé elase inmunoglobulinas -
(79). En algunos casos de amibiasis cuténea se ha informado -
que exlste una 1nfiltrag;§que1eqsin§filos en los bordes de -
la lesibén necrética (7S5}‘éﬁéda por aclarar la reacciéﬁ,que -
puede existir entre la aparicién de ng anti-g;ﬁﬁisEOizﬁica'y
la participacién de las células cebadas en ellfendmeho infla-
matorio que limita la invasividad de los trofozoitos. El cono
cimiento experimental de todos los factores que ayudan a con-
trolar naturalmente la invasividad de E. histolytica, pueden ayudar -
para comprender las relaciones entre huésped y parﬁsito en los casos de -

amibliasls invasora de los humanos.
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VI. RESUMEN

Aunque desde hade tiempo‘Se conqcén‘ios_éu&rbs;@i?hicos
de la amiblasis cuténea en el hombre,‘hasta ahd§§}ﬁdfe£iéten
estudios en animales de experimentacidn sdbré'iés?iééfdﬁES -
que los trofozolitos pueden causar en,la‘biéi..Néébtr6§’JuSti
ficamos esta investigacién por'dos razonesl Primefd, lahrelg
c16n huésped-pardsito en el caso de la amibiasisvcuténeé; -
puede activar mecanismos defensivos o facilitar,ia invaSivi—
dad de una manera diferente a lo Que hasta‘ahofavse Hé_estu-
diado como los trofozoltos lesionan dtros téJidog.‘Pbr:otra
parte, el estudio de la inmunogenicidad‘qﬁe_@ienén los ant£-
genos de E. histolytica cuando soh introdﬁcidbézeh_la plel,
resulta un complemento indisﬁensable para loé tfabéjos que -
actualmente tratan de inducir una inmunidad duradera contra
este protozoario. La 1ntensidad de la respuesta inmunitafia
y su utilidad para el huésped.dependen fundamentalmente de -
la necrosis del tejido, de.su infiltracién por maqrqfag§s‘y
la rapidez con que se inicia el trabajo reparador de lqs?fi—

broblastos.

Varios grupos de ratas Wistar fueron 1nocuiada§ por’via
subcuténea con trofozoltos vivos o muertos de E. histolytica
HK~9 cultivada en un medio axénico. La respuesta inmunitaria
humoral se estudi§ por la reaccién de hemaglutinacién indi--

recta (HAI). Para conocer la evolucién de las lesiones en el
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tejido Bubcuténeo de las ratas, se practic§ un estudio micros
c§piqo seriado de los cortes de plel obtenidos de 1os'an1males

sacrificados.

Se encontré que 1la respuesta de anticuerpos sericos anti
E. histolztic fue superior 7 y lU dfas después de la inocula-
“cién cuando las ratas se inyectaron con trofozoitos vivos. Los

‘tItulos de anticuerpos fueron significativamente més bajos -

'u'cuando se 1nyectaron trofozoitos muertos aunque en los dos -

casos la lesién se . 1nfiltr on‘abundantes macréfagos J linfo

citos. Las ratas. limitaron laﬂinvasividad de E. histolgtica -
organizando una envoltura‘ olégena alrededor del sitio don

de se localizabanilos i os y el tejido necrosado Tar-

diamente la le516n se nfiltré‘con celulas cebadas que se des

granularon. A pesar devla’ accién colagenolftica de los trofo-
zoltos, sus enzima ] o lograron vencer 1la barrera de coldgena

que sintetizaron los fibroblastos de la plel de las ratas.
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