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INTRODUCCION.

Entamoeba histolytica, es un protozoario con

pseudopodos gque pertenece al filum Sarcodina, clase
Rhizopodea, subclase Lobosia, orden Amoebida, fami-
1ia Endomoebidae, género Entamoeba ().

E1 trofozoito de este organismo mide 7 y 60
u m (promedio 25 ym) de diametro (I). En el cito---
plasma (generalmente bien diferenciado) ocurre la
formacidn de lobopodos digitiformes en forma erupti
va, con movimientos unidireccionales y progresivos.
E1 ndcleo vesicular aparece como un anillo facil
de identificar mediante microscopia de contraste
de fases (2,3,4).

E1 endoplasma de E.histolytica contiene en
alto complejo vacuolar y sistema tubular relaciona-
do a los procesos pinociticos (3).

Estudios realizados de la estructura ultrami-
crosdopica de E.histolytica, han revelado el escaso
desarrollo de los organillos citoplasmaticos de
células eucaridticas p.e. mitocondrias, aparato
de Golgi, reticulo esdoplédsmico rugoso, centriolos
y microtubulos (5,6,7). E1 reticulo endoplasmico

hasta poco desarrollado, y 1os ribosomas generalmen



te se encuentran libres en el citoplasma. En cambio,

otra clase de organelos, las vacuolas, son muy numerosas
en el citoplasma, la mayor parte de ellas son vacuolas
digestivas; otras probablemente son lisosomas (7). La
motilidad celular en amibas ha sido relacionada con
proteinas contractiles del tipo de 1la actinomiosina
(8). E1 niicleo tiene un diametro de 4-7 um y la membra
na nuclear muestra una doble membrana interrumpida por
numerosos poros nucleares de aproximadamente 65 nandme-
tros de diametro con una densidad media de 35 poros
por micréometro cuadrado (5). E1 nicleo tefiido muestra
una membrana, inmediatamente adosada a ella granulos
periféricos, un endosoma relativamente pequefio localiza
do centralmente sobre una matriz difusa conteniendo
granulos dispersos de cromatina (9).

La multiplicacidon, tanto de las formas comen-
sal e invasora es por divisidn binaria. E]l enquistamien
to se realiza siempre en el interior del intestino grue
so. Los quistes son generalmente esféricos, pero pueden
tomar la forma ovoide o ligeramente asimétrica. Su dia-
metro varia segidn pertenezcan a una o a otra de las

diferentes capas de E. histolytica que se conocen; ge--

neralmente son de 5 a 20 micras de diametro (9,10).



E1 ciclo bioldogico de E.histolytica consta
de 1las fases de trofozoito, prequiste, metaquiste y
quiste. La primera es Jla infectiva, las dos siguientes
son intermedias y el quiste es la forma resistente e
infectante (II). En el proceso de exquistamiento, la
amiba tetranucleada emerge de un quiste a través de
un poro pequefio de la pared del quiste. La amiba meta--
quistica tetranucleada produce wuna generacidn nueva
de trofozoitos mediante una serie diversa de divisiones
nucleares y citoplasmicas generalmente ocho amébulas
uninucleadas (9).

E.histolytica es esencialmente anaerdbica
y en cultivo requiere de un bajo potencial de oéxido
reduccidn para crecer. Sin embargo, son capaces de con-
sumir oxigeno adn careciendo de mitocondrias (12,13)
Yy crecer en una atmdsfera conteniendo oxigeno arriba
del 5% (14).

El cultivo de E.histolytica en medios artifi-
ciales se ha logrado cronoldogicamente en tres etapas:
Los cultivos polixénicos donde el cultivo del.parésito
se realiza en asociacidon con la flora bacteriana intes-
tinal (15). Los cultivos monoxénicos, se logran en aso-

ciacidén con una especie bacteriana como la Bacteroides



symbiosus (16) o con el protozoario Trypanosoma cruzi

(17). Los cultivos axénicos de E.histolytica se reali--
2an sin la asociacidon con otros microorganismos y se
iniciaron en 1961 (18). EIl cultivo axénico amibiano
ha sido importante para realizar estudios bioquimicos

e inmunoldgicos sobre E. histolytica (19).

Los medios de cultivo mas usados con éxito
son los monofasicos TP - S - I (tripticasa Panmede sue-
ro-vitaminas) y el TYI - S - 33 (Tripticasa - Extracto
de levadura - Hierro - Suero). (20,21,22).

Los mecanismos de virulencia de E.histolytica
incluyen 1la produccion de enzimas u otros productos
citotéoxicos: hialuronidasa, colagenasa, hemolisina,
fosfatasa acida, fosfolipasa, tripsina, amilasa, malta-
sa, glutaminasa, estearasa y deshidrogenasa succinica,
deshidrogenasa malica, diaforasa alcalina, ribonucleasa
(23,24,25), wuna actividad fagocitica extraordinaria
(4); citotoxicidad mediada por contacto (26); altos
indicios de recambio en la membrana (27); aglutinacidn
con concavalina (28);a umento de virulencia al cultivar
en presencia de bacterias o colesterol (29); mimetismo
antigénico (30); composicién lipidica del parasito (11)
induccion de respuesta humoral policlonal (31); activi-

dad de colagenasa inhibible por suero (32).
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E. histolytica tiene propiedades citotdoxicas
y puede causar la lisis de leucocitos dependiendes de
contacto. También se ha demostrado que el neutrédfilo
tiene propiedades citotdéxicas y puede a su vez lisar
los trofozoitos amibianos (33). Les trofozoitos son
inmovilizados por suero inmune, sin embargo cuando se
tratan por segunda vez con un mismo suero antiamibiano,
no presentan el fendmeno de inmovilizacidon. Lo anterior
puede deberse a cambios de los antigenos de superficie,
la cual se encuentra relacionado con cierta capacidad
pra evadir la respuesta del sistema inmune (27).

La respuesta inmune del huésped hacia la ami-
ba puede considerarse desde tres diferentes enfoques;
como papel protector, como la capacidad para producir
lesiones y el diagndstico seroldgico de la enfermedad
(34).

La expresion de la patogenicidad (virulencia)
parece depender de factores del pardsito y huésped.

Los factores significativos del huésped son
los siguientes: Raza; los negros son infectados mas
frecuentemente que los blancos en Africa (35); Sexo;
los abscesos hepaticos amibianos son tres veces mas
frecuentes en 1los hombres que en las mujeres (36);

Dieta; 1la deficiencia en proteinas, altas dietas en
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carbohidratos, incrementan la colonizacidon amibiana
en ratas (37).

Una ingesta excesiva diaria de leche tiene
un efecto protector en humanos (38). Asi tambié&n un
exceso de colesterol incrementa la virulencia amibiana
(11,29); Embarazo., Estudios en Nigeria han demostrado
que es un factor predisponente para la amibiasis colbni
ca (39); Stress., Su presencia en ratas las hace mas
susceptibles a la amibiasis (4); Estado inmunolégico.,
mal nutricion y una terapia inmunosupresora provoca
un decremento en la inmunidad mediada por células (41);
Habitat., Tlugares en donde predomina la baja cultura
de los habitantes, el hacinamiento, la promiscuidad
y el fecalismo incrementan la frecuencia de pacientes
en amibiasis (42); se ha visto que en paises donde
la enfermedad es endémica, ésta tiende a tener curso
clinico mucho mas leve en individuos nativos del pafs,
no asi en visitantes provenientes de &reas donde la
amibiasis es muy rara. E1 efecto puede deberse a causas
inicas o combinadas. La inmunidad adquirida puede ser
un factor muy importante (43).

La Organizacidon Mundial de la Salud define

la amibiasis como 1la prevalencia de E.histolytica en
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el interior de un huésped, la amibiasis puede ser asin-
tomatica en la mayoria de los casos o bien sintomatica.

Martinez Baéz (44) divide la amibiasis de
los humanos en 1invasiva y no invasiva. La amibiasis
no invasiva, es la de aquellos individuos que tienen
E.histolytica en el intestino grueso, sin presentar
cuadro clinico y por lo mismo son 1lamados portadores
sanos. En estos casos, los protozoarios viven como co--
mensales en la luz del intestino, y los quistes son
eliminados con las heces y son una fuente de contagio -

tan importante como lgs enfermos con amibiasis invasora.

La amibijasis invasora que designa todos los procesos

patoldogicos causados por la penetracion de amibas pato-

genas en los tejidos del hombre, puede presentarse con

una localizacidon intestinal y extraintestinal. La prime
ra es la mads frecuente y lesiona principalmente el coldn
descendente y el ciego. La amibiasis extraintestinal

es una enfermedad mas grave, poco frecuente, las lesio-

nes generalmente son hepaticas, pulmonares, cerebrales

y cutaneas (45).

La agresividad de E.histolytica sobre las
células de la mucosa intestinal y Jleucocitos se basa

en un mecanismo de accidn doble; uno, la poderosa acti-
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vidad citolitica ejercida por medio de sustancias que
actian al contacto directo con la célula blanca a cier-
ta distancia. E1 otro mecanismo lo constituye la fagoci
tosis y la digestion rapida en las células ingeridas
(19).

Estudios sobre las fases iniciales de la in--

teraccidon entre trofozoitos de E. histolytica y 1la

mucosa intestinal de cobayo, sugieren que los trofozoi-
tos penetran la barrera epitelial del intestino exclusi
vamente en las zonas de menor resistencia mecanica re--
presentadas por las regiones interglandulares de desca-
macién (46).

Algunas de las pruebas seroldgicas utilizadas
para confirmar el diagnostico de amibiasis extraintesti
nal son la inmunodifusidon en gel agarosa, fijacion de
complemento, inmunofluorescencia indirecta, aglutina--
cion de latex, contrainmunoeletrofdresis, ensayo inmuno
logico especifico con enzimas 1ligada a anticuerpos
(ELISA) y hemaglutinacién pasiva (47).

La hemaglutinacién pasiva e indirecta (HAI)
es muy sensible ya que permite detectar pequefias canti-
dades de anticuerpo, los eritrocitos de carnero al tra-

tarse con una solucidon diluida de acido tanico adquie--
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ren la propiedad de absorber proteinas antigénicas y
una vez revestidos con ella son aglutinables por el
antisuero especifico dirigido contra la proteina absor-
bida (47).

Tanimoto y Cols (48) demostraron la formacidn
de abscesos hepaticos en el hamster con inoculacion
directa con trofozoitos provenientes de cultivos axéni-
cos, Tsutsumi y Cols (49) perfeccionaron el modelo al
emplear la inoculacion via portal, logrando la reproduc
cion constante de lesiones, que evolucionaron hacia
abscesos en similares a los encontrados en las fases
finales de 1la amibiasis hepdtica en el humano. Ambos
modelos han servido de evidencia para demostrar la pre-
sencia de reaccion inflamatoria en la amibiasis invaso-
ra, y segin sus observaciones, esta reaccion no sélo
esta presente en 1los estados iniciales de la lesidn
hepatica, sino que la misma lisis de las células infla-
matorias es lo que provoca la extensa destruccion del
higado. Seis horas después de instalarse las amibas
al higado, la reaccidn inflamatoria alrededor de los
trofozoitos es notable y empieza a observarse 1lisis
de las células inflamatorias, acentuandose rapidamente

en el transcurso de las horas. Los leucocitos muertos
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son sustituidos por macrdfagos, que finalmente son lisa
dos. Esta inflamacidon granulomatosa evoluciona rapida--
mente hacia la necrosis; donde areas cada vez mas gran-
des del higado se necrosan, las lesiones confluyen en--
tre si y producen al cabo de una semana uno o varios
abscesos.
En 1971 Chevez y cols, representaron la activi

dad fibrinogénica y fibrinolitica de trofozoitos de -

E. histolytica sobre plasma humano (50).

En la amibiasis invasora existe un estadio
de migracion intravascuiar que le permite instalarse
en tejidos extraintestinales principalmente en el higa-
do. También se ha visto de la existencia de mallas de
fibrina alrededor de 1los trofozoitos en los estudios
avanzados de la lesion intestinal (51). Asi como 1la
presencia de trombosis en la microvasculatura de Jla
lamina propia intestinal (52, 53).

En el hombre como en otros seres vivos inclu-
yendo 1los animales de experimentacidon, el papel del
sistema de coagulacion en la inflamacidn es notable;
sirve como un detector de dafo tisular, con capacidad
para instalar rapidamente una barrera mecédnica, termi--
nando su activacidon en la formacién de una malla de
fibrina y plaquetas. Tal sistema brinda un soporte es--

tructural sobre el cual pueden movilizarse las células
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encargadas de la repacidn tisular (54).

En procesos infecciosos, el sistema de coagu-
lacion permite ademas dirigir Tlas defensas Celulares
del huésped al foco de invasidgn (55).

Investigaciones previas en nuestro laborato--
rio, han permitido definir que trofozoitos viables de

E. histolytica logran sobrevivir incluidos en coagulos

de fibrina, siendo éste un modelo Gtil para caracteri--
zar in vivo la dinadmica inflamatoria especifica como

respuesta a E. histolytica.
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HIPOTESTIS

Durante la formacion de abscesos hepaticos
en hamsters inoculados intraportalmente existe
una inflamacidn agquda. Entonces trofozoitos
viables de E.histolytica incluidos en un
codagulo de fibrina implantado subcuntaneamente
provocaréan una respuesta inflamatoria especifica

hacia el protozoario.

PREGUNTAS.

Como es la dinamica inflamatoria y como influye
la inmunidad humoral en hamsters previamente
inoculados con trofozoitos viables de

E. histolytica.
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0BJETTIVOS.

Caracterizar la respuesta inflamatoria en un
modelo de amibiasis experimental mediante la im--
plantacidon de coadgulos con trofozoitos amibianos

viables incluidos.

Evaluar la influencia de la inoculacién previa
sobre las caracteristicas del infiltrado inflama-

torio en un modelo de amibiasis experimental.
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MATERIAL Y METODOS.

1. Cultivo axénico de trofozoitos de E.histolytica

E. histolytica cepa HM-1:IMSS se cultivd axéni-

camente en medio TYI-S-33 de acuerdo a la meto-
dologia descrita por Diamond (21).

.1 Preparacidon del medio de cultivo.

Los constituyentes del medio de cultivo TYI-S-

-33 son:

Biosate peptone (BB1 Microbiology Sistems) 30 gr.
Dextrosa (Baker-México S.A.) 5 gr.
Cloruro de Sodio (Merck-México S.A.) 2 Gri

Fosfato Monobasico de Potasio (Baker-México SA) 0.6 gr.
Fosfato Dibasico de Potasio (Baker-México S.A.) 1 gr.
Cisteina (Merck) . 1 gr.
Acido Ascorbico (Sigma-México S.A.) 0.2 gr.
Citrato Férrico de Amonio (Fisher Scientific) 0.0228 gr.
En un matraz Erlenmeyer de 1000 ml verter 870 ml.
de agua recién desionizada, agregar y disolver -
cada uno de los reactivos.

Ajustar el pH a 6.8 con hidrdoxido de sodio IN.
Filtrar con papel whatman No. |

Verter aproximadamente 75 ml. del medio en 10
frascos de vidrio de 125 ml. previamente lavados

con extran liquido (Merck-México).
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Esterilizar a 121°C durante 15 min.

Inactivar suero bovino (Microlab) por calentamiento a -
56°C durante 30 minutos. En condiciones de esterilidad
agregar al medio 15 ml de suero bovino inactivado y
3 ml de mezcla vitaminica NCTC-107 (Microlab) en cada
frasco.

1.2 Siembra y cosecha de los trofozoitos.

Tomar los tubos 13x100 (Pyrex) de cultivo de amibas
que se encuentran en la fase logaritmica de su desa
rrollo y sumergirlos durante 5 min. en bafo de hie-
lo, con lo cual se favorece el desprendimiento de
los trofoczoitos de las paredes.

En 9 tubos 13x100 (Pyrex) agregar aproximadamente
10 m1. de medio de cultivo, inocular cada uno de -
los tubos con 150,000 amibas. Para obtener grandes
cantidades de trofozoitos, se siembra en frascos
de 75 m1 los cuales sembrados con 300,000 amibas.
Para cultivos de 250 ml se wutilizan recipientes
de 500 ml (COSTAR) se siembra en ellos la pastilla
conteniendo aproximadamente 2,000,000 de amibas,
obtenida del tubo de cultivo de amibas en crecimien
to logaritmico y centrifugado a 2,000 rpm durante

5 min a 4°C.
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En cualquiera de los casos, el indculo se mezcla
suavemente para homeneizar. Se incuban a 37°C duran
te 72 a 96 horas hasta que alcancen la fase loga
ritmica de crecimiento.

Para cosechar los cultivos, los recipientes se su--
mergen en bafio de hielo durante 5 min. Las amibas
se concentran mediante centrifugacidon a 2,000 rpm
durante 5 min a 5°C. Se desecha el sobrenadante
y se resuspende el paquete amibiano en 10 ml de
solucidn salina 0.85% & en amortiguador de fosfatos
salino pH 7.2

Animales.

Se utilizaron en el estudio 30 hamster machos dora-

dos (Mesocricetus auratus) de 8-10 semanas de edad,

con un peso promedio de 80gr, mantenidos en el Bio-
terio del Hospital Infantil de México con productos
purina (Purina, S.A.) y agua "ad libitum".

Formacidon de codgulos conteniendo trofozoitos via--

tles de E.histolytica.

Los codgulos se obtuvieron mezclando 0.5 ml de una
solucidon de fibrindgeno de cerdo (Sigma) a una con-
centracion de 5 mg/ml en solucidn salina 0.85%,

0.5 ml de una suspensidon de 1x10° trofozoitos vi--
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vos de E. histolytica en solucion salina 0.85% y

0.1 ml de trombina humana (Lafon) a una concentra--
cion de 1 usml.

Esquema de inoculacidon e implante (Ver esquema 1)

Los hamster en estudio se dividieron aleatoriamente
en 6 grupos de 5 animales cada uno. Tres grupos fue
ron inoculados por via intraperitoneal con una sus-
pension de 1x106 trofozoitos viables de E. histoly-
tica. Los tres restantes sirvieron de testigo. De -
los grupos inoculados, el primero recibid una dosis
de inoculacion, el segundo dos dosis y el tercero
tres dosis, con intervalos de 7 dias entre los mis-
mos. Ocho dias después del Gltimo indculo, previa
anestesia con tiopental sddico (20 th. Century
Chemical de México), se implantd en cada animal
un coagulo de fibrina previa abertura de la cavidad
abdominal subcutanea por medio de una incisién lon-
gitudinal aproximada de 2 cm. conteniendo en su ma-
triz 1x10% trofozoitos viables de E.histolytica -
cepa HM-I; IMS cultivados axénicamente en medio -
formulado por Diamond TYI-S-33.

Las incisiones subcutaneas fueron cerradas con sutu

ra quiriirgica absorbible esterilizada (Ethicon). -
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Una semana post-implantacidon, los animales fueron -
sacrificados previa anestesia en camara de eter dié
tetico (Merck-México), procediéndose a retirar Tlos
codgulos colocdndose inmediatamente en viales de --
centelleo conteniendo 0.5 ml de solucidn de Hank's
pH 7.2 y 0.1 ml de luminol 5-amino-2,3-dinitro 1,4-
-f talazinadiona {CSH?GZJ (Eastman Kodak Co). Se re
gistrd la quimioluminiscencia durante una hora en -
un contador de centelleo liquido (Packard-TRI-CARB-
-300C and 300CD).

Las unidades de quimioluminiscencia, cuentas por -
minuto {(cpm) se calcularon determinando el drea bajo
Ta cuva.

De cada uno de los hamsters se obtuvieron muestras -
de suero para determinar los niveles de anticuerpos
antiamibianos por la técnica de hemaglutinacidn indi
recta (HAI).

Cuantificacion de la quimioluminiscencia.

La quimioluminiscencia puede ser leida en un conta-
dor de centelleo liquido para particulas beta o en
un lumindmetro, este Gltimo es un equipo especial--
mente disefiado para pruebas de quimioluminiscencia

(56).
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Se utilizé un contador de centelleo liquido (Packard
TRI-CARB-300C and 300 CD).

La deteccidn de la emisidn de fotones durante la fa-
gocitosis (reportada por el contador como cuentas -
por minuto (CPM) se comporta con una cinética, la -
cual llega a un tope maximo para posteriormente ----
descender hasta su punto de partida, pudiéndose gra-
ficar como una curva.

Los resultados pueden expresarse como altura de un -
pico o como area baja la curva, siendo por ello nece
sario realizar cinéticas de produccidon de luz en ca-
da experimento.

E1 contador de centelleo liquido Packard que se em-
pled, es un equipo que cuenta con programas defini-
dos especialmente disefiado para la lectura de ra---
diactividad. La energia de los fotones emitidos du-
rante la fagocitosis coincidid con la producida por

el H3 y por ello es conveniente escoger un programa

que incluya la regidn para lecturas de H3.
Como es importante trazar una curva de produccion de
luz, se programa el contador de centelleo liquido -

para que cada muestra la lea poco tiempo y durante -

ciclos repetidos.
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Hemaglutinacidon indirecta. (HAI).

La técnica de hemaglutinacidon pasiva e indirecta -
(HAI), es muy sensible que permite detectar pequefios
titulos de anticuerpos.
Los eritrocitos de carnero son tratados con una solu
cion diluida de acido tanico y adquieren la propie-
dad de absorber proteina y una vez revestidos con
ella son aglutinables por el antisuero especifico
dirigido contra el antigeno absorbido (57).
El reactivo de HAI utilizado fue preparado con anti
gena de E.histolytica cepa HM-1:IMSS,
6.1 Soluciones.
a) Anticuagulante de Alsever,
Disolver 2.5 gr de dextrosa, 0.8 gr de citra-
to de sodio (dihidratado), 55 mg de acido
citrico (monohidratado) y 420 mg de cloruro
de sodio en 100 ml de agua destilada.
Esterilizar 10 min 10 1libras de presion a
121°C.
b) Gldbulos rojos de carnero.
Mezclar la sangre de carnero con un volumen
igual de anticoagulante de Alsever guardar
a 4°C. Se wutilizan los aritrocitos de 8 a

21 dias de almacenaje, se descartan antes
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si presentan hemdlisis.

c) Acido tanico (Mallinckrodt Chemical Works).
Preparar una solucidn 1:20 000, disolviendo
50 mg de acido tacnico en 5 ml de solucion
salina 1:100.
Tomar 1 ml de la solucidn anterior y llevarlo
a 19.9 ml de solucidn salina.

d) Amortiguador de fosfatos salino (PBS) pH 7.2
a 100 ml de salina normal afadir 24 ml de
KH,PO

274
Mezclar y ajustar el pH a 7.2 si es necesario.

5 My 76 ml de NazHP040.IS

e) Amortiguador de fosfatos salino (PHS) pH 6.4
Mezclar 100 ml de solucidn salina normal, 32.2
ml de Na2H04 0.15 M y 67.8 ml de KH2P04 0.15 M
Ajustar el pH a 6,4 si se requiere.
Las dos soluciones de fosfato 0.15 M se esteri
lTizaron por separado, mediante filtracion a -
través de una membrana de acetato de celulosa
de poros de 0.22 micras de diametro (Milipore).
Después se guardaron a 4°C hasta el momento de
su uso.

f) Antigeno total.
Lavar los trofozoitos 6 veces con solucidon sa-
lina isotdonica al 0.85% pH 7.2 o con PBS pH
T2
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Romper las células por congelacidén a -170°C
y descongelamiento a 37°C alternadas, y homo-
geneizar.

Antisuero.

Inactivar el complemento por calentamiento
a 56°C durante 30 min.

Diluyente SNC-PBC al 1%.

Preparar 50 ml mezclando 500 ul de SNC mas
49,500 ml1 de PBS pH 7.2

Desarrollo.

Los eritrocitos se lavaron 5 veces, mezclando
los con 10 ml de solucidon amortiguadora de
fosfatos PBS pH 7.2 fria, mediante centrifuga
cion a 2500 rpm durante 5 min a 4°C y se re--
suspendieron 3 ml del paquete celuar en 97
ml de la misma solucidn amortiguadora.

La solucién de acido tanico [:20,000 se pre--
pard y mantuvo en bafio de hielo.

En un tubo de ensayo se mezclaron 3 ml de la
suspension de GRC al 2% mas 3 ml de una solu-
cion de acido tanico 1:20,000 y se mantuvo
en bafio de hielo durante 15 min.

Se agitdo por inversidon cada 5 min.
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Los GRC tratados se lavaron tres veces con
PBS pH 7.2 y se resuspendieron en 2 ml de
solucidén salina isotdnica a PBS 0.15 M pHe4.
Los GRC tanados se sensibilizaron con antige-
no amibiano, para lo cual se depositd 1 ml
de eritrocitos en un tubo conteniendo 1 ml
del antigeno diluido con 4 ml de PBS pH 6.4.
La suspensidon se agitd y se dejo en reposo,
se incubdo a 37°C durante 15 min y se mezcld
por inversidon cada 5 min.

Los eritrocitos se lavaron dos veces con PBS-
-SNC pH 7.2 para eliminar el antigeno libre
y finalmente se resuspendieron en 6 ml de
SNC-PBS pH 7.2

Para titular los sueros en una placa de micro
titulacion se realizaron diluciones seriadas
modulo 2 x del antisuero con PBS-SNC pH 7.2
Los volimenes diluidos fueron de 50 ul parale
lamente se probaron GRC sin sensibilizar,
asi como controles, suero positivos y negati-
vos.

Los resultados se-interpr‘etaron a los 60 min.

E1 titulo se define como el reciproco de Tla
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ucion del suero a la que se observa

aglutinacidon de los eritrocitos.

Lahemaglutinacidn que se presentd en cada po-

zo se considerd de la siguiente manera:

HAT (+):

HAT (-):

Histopatologia.

Una aglutinacipdn compacta, granular
0 una pelicula delgada y difusa de
eritrocitos aglutinados cubriendo el
fondo del pozo, los bordes de la pe-
licula pueden estar doblados, amaza-
dos o desgrarrados a veces, 0 bien

un estrecho anillo de eritrocitos ro
deando una pelicula difusa de célu--
las aglutinadas.

Anillo grueso de eritrocitos o un dis
creto botdn rojo en el fondo del tubo
o bien un botén de eritrocitos bien -

definidos.

7 Inclusidn en parafina (58): Tos codgulos que

se extrajeron de los hamster inoculados y tes-

tigo se fijaron en formol al 10% y se incluye-

ron en parafina para obtener los cortes y lue

go teiiirl

os. E1 estudio micréscopico se 1levd
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a cabo en el Departamento de Patologia del Hospi
tal Infantil de México.

Fijacidon: Se wutilizd formol al 10% neutro, e’
cual tiene por objeto coagular las fluidos pro--
teicos de las células, endurecer los geles, e
inactivar enzimas, ademas de que el formol tiene
un efecto antiséptico.

Deshidratacidn:Consiste en extraer el agua del
tejido pasandolo por diferentes concentraciones
del alcohol, al 60%, 70%, 80% y 90% en formz
progresiva hasta que el agua haya sido reemplaza
da por 1la dltima concentracién, a intervalos
de 1 hr. cada uno.

Aclaracidon: En este paso se substituye el alcohcl
50% por Xilol, el cual es soluble tanto en alco-
hol como en parafina.

En este punto como el anterior se llevaron a ca-
bo en un Histochinet 40 American Optical Modelo
T/P8000 TISSUE PROCSESOR.

Inclusidn: E1 Xilol es desplazado por la parafi-
na fundida, a una temperatura de 58-60°C, formar

dose un bloque que incluye el tejido.
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Corte: E1 bloque se monta en el microtomo A0 --
American Optical TIPE 820 Microtome para efectuar
cortes con grosor de 3-5 micras, dependiendo de -
la técnica a efectuar, después de los cortes se -
montan sobre portaobjetos.

Aclaracidn: En coagulo cortado se inicia la rehi-
dratacion, sustituyendo la parafina por el Xilol.
Rehidratacidon: La hidratacidon es necesaria para
poder tefiir el tejido, ya que la mayoria de los
colorantes sdlo actian en el medio acuoso. Para
ésto el tejido pasa por las concentraciones de
alcohol mencionadas en orden descendente hasta
1legar al agua.

Tincidn:Para el estudio histopatoldgico del corte
de los coagulos, la tincidn con la técnica de
hematoxilina-cosina fué usada. Las observaciones
se realizaron en un microscopio de Tluz (Leitz
Orthoplam, 956430) empleando Tlos objetivos de
6.3 X, 10 X, 25 X, 40 X.
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ESQUEMA DE INOCULACION EIMPLANTE

GRUPO X GRUF2 W oo XY
TIEMPO INOCULADO CONTROL INOCULADG CONTROL INOCULADO  CONTROL
1 DOSIS 1 DOSIS 1 DOSIS
0 DIAS M/;J AJ;SJ
| | |
IMPLANTE 2 DOSIS 2 DOSIS
| I / |
8 o1AS v‘f A
|
DESIMPLANTE IMPLANTE 3 gosxs
| f— [ |
1€ DIAS V?'U’ J
| |
QUTHTGLUMINTSCFNCIA DESIMPLANTE I*=L ANTE
HEMAGLUTINACION PASIVA .
HISTOPATOLOGIA |/ |
24 DIAS oo
{
QUIMIOLUMINISCENCIA UESEH!’LJ"NT
HEMAGLUT INACION PASIVA | }:
HISTOPATOLOGIA
32 DIAS S 7

QUIMIDLUMINISCENCIA
HEMAGLUTINACLGI PASIVA
HISTOPATOLDGIA

Esquema 1. Inoculacidn intraperitoneal de

1x10% trofezoitos viables de E.histolytica

e implante subcutaneo de coagulos conte---

niendo en su matriz Tx'lus trofozoitos via-

bles del mismo protozoario.
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V. RESULTADEOS.

a)

b)

Quimioluminiscencia.

La respuesta en porcentaje de quimioluminis
cencia obtenidas en los grupos estudiados -
se representa en la tabla 1, (fig.1). En
los primeros grupos de hamster inoculados
previamente con E.histolytica, a Tlos 16
dias la quimioluminiscencia descendid nota-
blemente en comparacidon con los que no lo
fueron, dicha diferencia se mantuvo hasta
los 36 dias, de acuerdo con el analisis
estadistico de T de Student ambos grupos
fueron diferentes con una p 0.05.

Histopatologia.

La presencia de trofozoitos de E.histolytica
en coagulos de fibrina es seguida por la ad-
hesidon de leucocitos polimorfonuclieares en -
la periferia del codqulo y seguida por la -
quimiotaxis activa de é&stos dltimos en for-
ma centripeta hacia los agregados amibianos.
Fig: 3

A los 16 dias, en el grupo uno, de los hams-

ters no inoculados, la infiltracion por PMN
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se ve incrementada hacia el centro del coa-
gulo. Numerosos PMNs destruidps con abundan
te cariorresis y picnosis se observan en -
esta zona, con pocos mononucleares en la
periferia. Fig. 4

En el grupo dos, a los 24 dias se observa
respuesta inflamatoria notable. En la por--
cion media del coagulo se distinguen en
PMNs con cariorresis. Numerosos mononuclea-
res en la periferia con la misma estructura
nuclear. Fig. 5., no asi en el tercer grupo
al que ya después de 32 dias se distingue
infiltrado inflamatorio notable, principal-
mente en el centro de la lesion en el que
se distinguen numerosos PMNs destruidos.
En la periferia escasos mononucleares. Fig.6
la amplificacidon de la anterior muestra nume
rosas células inflamatorias como PMNs y mono
nucleares con cariorresis y picnosis. Fig.b6a.
En aquellos grupos de hamster, que fueron -
previamente inoculados con trofozoitos via--

bles de E. histolytica, el primer grupo pre-

senta comparativamente un descenso en el in-
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filtrado inflamatorio dado por PMNs y mono-
nucleares.‘En el centro del codqulo de la -
izquierda PMNs con cariorresis, picnosis
y necrosis. Fig. 7. A mayor aumento, en
la zona central del coagulo se distinguen
restos de amibas y en la contraesquina nume
rosos PMNs con carriorresis y picnosis.
Fig. 7a. Asi también para el grupo dos,
donde se ve una delgada capa de PMNs migran
do centripetamente hacia el centro del coa-
gulo, con escasos mononucleares en perife--
ria Fig. 8 y Fig. Ba., donde se distingue
principalmente moderada infiltracidon por
PMNs hacia la aglomeracion residual amibia-
na central. E1 grupo tres, en la zona cen--
tral del codqulo amibas residuales y escasez
de ellas.

En la periferia se distingue moderado infil
trado inflamatorio por PMNs destruidos,
con cariorresis y picnosis, escasos mononu-
cleares en forma continua a la capa PMNs

con la misma morfologia: Fig. 9
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A mayor aumento en la zona central, amibas
enteras y residuales, con PMNs con cariorre
sis y picnosis en la periferia. Fig. 9a.
Titulos de anticuerpos.

La inoculacidon de E.histolytica en hamster
a los cuales se les implantd un codgulo
de trofozoitos viables de E.histolytica
parece haber afectado el grado de infiltra-
cion por PMNs. No hubo correlacidon entre
los titulos de anticuerpos y el grado de
infiltracion por PMNs. La tabla Il muestra
los grupos noinoculados, los cuales presen-
taron un titulo general de 1:512 (Fig.2).
En cambio los que si lo fueron, sus titulos
se fueron incrementando de [:512-1024 mien-

tras que disminuye el grado de inflamacidn.
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TABLA I

QUIMIOLUMINISCENCIA. Respuesta de fagocitosis hacia E.histolytica

DIAS DE IMPLANTE

16 24 32
INOCULADO® 54 5 3
NO INOCULADOP 100¢ 23 19

a. Grupo de hamsters inoculados intraperitonealmente -
con 1 x 105 trofozoitos viables obtenidos de cultivo
axénico en crecimiento logaritmico.

b. Grupo de hamsters no inoculados.

c. Porcentaje de quimioluminiscencia en cuentas por mi-

nuto (CPM).
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Fig. 1 Respuesta fagocitica expresada en % de CPM de unidades de quimio
luminiscencia hacia el antigeno amibiano en el coadgulo de fibrina conte
niendo en su matriz 1 x 10° trofozoitos viables de E. histolytica.
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Fig. 2. Hemaglutinacion indirecta (HAI). Aglutinacion
de eritrocitos recubilertos con antigeno de E.histolytica
en una placa de microtitulacion. Se 1ilustra un suero

cero positivo (+) y una reaccidn cero negativo (1).
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infiltrado inflamatorio dado prin

Migracion de]l

Fig.

cipalmente por PMNs (Ps) hacia los agregados amibianos

X 250

H&E,

{A}.
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Fig.4. Grupos control a los 16 dias. Las células respon

sables de la reaccion inflamatoria se ven incrementadas

hacia el centro (C) del coagulo.

Se observan numerosos PMNs {Ps) destruidos con abundante
cariorresis en esta zona, con pocos mononucleares (Ms)-

en la periferia del coagulo (PC). H&E, X 63.
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Fig. 5. Grupo control a los 24 dias. Respuesta inflama-

toria notable. En la regidn media (RM) del coagulo se
distinguen PMNs (Ps) con cariorresis, numergsos mMongonu-
cleares (Ms) en la periferia del codaqulo (PC) con la -

misma estructura nuclear. H&, X 63.



-43-

filtrado in-

a los 32 d%és.

Grupo control

6.

Fig.

flamatorio notable, principalmente en el centro (C)

y mono-

(Ps)

en el que se distinguen numerosos PMNs

Escasos mono

con alteracion nuclear.

(Ms)

nucleares

nucleares en la periferia del coagulo (PC).H&E,X63.
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Fig. 6a. Grupo control a los 32 dias. Mayor aumen

to. Se muestran numerosas células inflamatorias -

como PMNs (Ps) y mononucleares (Ms). H&E, X 400.
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observa un descenso en el infiltrado inflamatorio
dado por PMNs (Ps) y mononucleares (Ms). En el -
centro del coagulo de Ta izquierda PMNs con ca--

riorresis (Pc) y necrosis (N). H&E, X 63.



-46-

e BT IY T : 3
Fig. 7a. Zona central. Mayor aumento. En el extre

mo inferior derecho se distinguen restos de ami-
bas (RA) y en la contraesquina numerosos PMNs (Ps)

con cariorresis. H&E, ¥ 160.
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Fig. 8. Grupo dos a los 24 dias se observa una delgada
capa de PMNs (CPs), migrando centripetamente hacia el -
centro del coagulo (C). con escasos mononucleares (Ms)

en la periferia del codqulo (PC), H&E, X 63.
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Fig. 8a. Grupo dos, a los 24 dias se distingue princi--

palmente moderada infiltracién por PMNs (Ps) hacia
la aglomeracion residual amibiana (ARA). (PC) Periferia

del coagulo H&E, X 63.
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-Grupo tre;: a- os 32 dias en la zona central
amibas residuales (AR) y escasez de ellas. En forma
contigua moderado infiltrado de PMNs destruidos
con cariorresis (Pc), escasos mononucleares (Ms)
en la periferia del coaqulo (PC) con la misma morfologia

nuclear, H&E, X 63.
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Fig. 9a. Zona Central. Mayor aumento. Amibas en-
teras (AE) y residuales (AR) con PMNs (Ps) des--

truidos con cariorresis en la periferia H&E, X 250.



_52_

TABLA 11

TITULOS DE ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOS® EN SUERO DE HAMSTER
CON IMPLANTE SUBCUTANEOb DE COAGULO CON TROFOZOITOS VIA--

BLES DE E.histolytica CEPA HM-1.

DIAS DE IMPLANTE

16 24 32
— 1:512 (5)9 1:1024 (5)  1:512 (1)
X:512 X-1024 1:1024 (4)
5=0 5=0 X:921.6
5-228.9
NO INOCULADO 1:512 (5) 1:512 (5)  1:512 (5)
X=512 X=512 X=512
5=0 $=0 5-0

a. Determinado mediante hemaglutinacidon indirecta (HAI)

b. Codqulo de fibrindgeno de cerdo conteniendo en su matriz
1 X 10E de E. histolytica cepa HM-1.

c. Fueron inoculados intraperitonealmente con 1 X 105 trofo
zoitos viables de E. histolytica de la misma cepa.

d. Nomero de animales a los que se les determind el titulo.
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DISCUSTION.
De acuerdo a 1la migracion celular de PMNs

hacia los coagulos que contienen trofozoitos de

E.histolytica, nuestros datos apoyan la existen-

cia de un proceso inflamatoria en Tla amibiasis
extraintestinal. La inoculacidn previa con

E. histolytica influye sobre 1la intensidad

de 1la respuesta inflamatoria. Tal respuesta
se asocia con wuna disminucidon notable con
el grado de infiltracion de PMNs y mononucleares
hacia el coagulo que contiene el pardsito.

La presencia de trofozoitos wviables de

E.histalytica en coagulos de fibrina es seguido

por la infiltracién centripeta de leucocitos
polimorfonucleares hacia los conglomerados
amibianos, mientras que la infiltracidn de
mononucleares es moderada Fig. 3.

A los 16 y 24 djas de 1la inoculacién,
la migracion gradual de PMNs es principalmente
hacia el centro Fig. 7, 8, 9. A los 32 dias
ta disposicidon de 1los PMHNs es preferentemente
central y en wunidon estrecha con 1los restos

amibianos Fig. 9a.
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E~ contraste en Jlos grupos de animales
que no fueron previamente inoculados con trafozoitos

de E. histolytica se presentd una respuesta inflamatoria

significativamente mayor. Fig. 6.

La destruccidn de los trofozoitos amibianos en
el modelo descrito al parecer estda dado por dos mecanis-
mos; mediante la participacion de las respuestas inflama
torias y humoral. Aunque en los grupos inoculados
previamente con trofozoitos viables de E.histolytica pre
sentaron titulos de anticuerpos antiamibianos relativa-
mente altos, también presentaron un infiltrado inflama-
torio significativo, que pudo haber tenido su participa
cidn en la destruccion del parasito.

Los grupos no inoculados presentaron un
incremento significativamente mayor del infiltrado,
sus titulos no son significativamente menores a
los grupos inoculados, y pudieron haber tenido wun
papel antiamibiano.

Estudios realizados en nuestro laboratorio
han permitio cuentificar la sobrevivencia de Tevadura,
bacterias y protozoarios incluidos en coagulos de
fibrina, vresultando un modelo de mucha wutilidad

para evaluar in vivo la dindmica inflamatoria especifica
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de cada uno deellos (60). La presencia de trofozoitos
vivos o fijadoes con glutaraldehido de E.histolytica,
en coagulos de fibrina, e implantados subcutdneamente
en la region ventral de hamsters es seguido por
la adhesién a las 3 horas por neutrofilos polimorfonu--
cleares en la periferia del coagulo y ésto es sequido
por una quimiotaxis activa, sin embargo no se han
reportado quimioatractantes en Tos sobrenadantes
de trofozoitos de E.histolytica crecidos axénicamente
(64}. A las 12 horas los PMNs se encuentran formando
capas alrededor de 1los parasitos, y a las 48 horas
la respuesta celular es debida a PMNs, en seguida
los mononucleares hacen su aparicion, pero raramente
son vistos en contacto directo con los trofozoitos
vivos, al parecer se encargan de la remosidn de
de los restos celulares. Desafortunadamente después
de 96 horas hay grandes depdsitos de colageno alrededor
de la lesiéon y dificulta la observacidon del parésito.
Asi también es notable la presencia de una capsula
compuesta de fibroblastos y neovascularizacidn.
La adhesion sigue hasta la superficie del paréasito
que finaliza con 1la muerte del parédsito o de Tlos

PMNs o de ambos (60).
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En abscesos hepaticos amibianos provocados
por inoculaciones de trofozoitos vivos por via portal
a las 12 horas se muestra una infiltracidn celular
aguda, formada por un gran numero de Jleucocitos
polimorfonucleares rodeando trofozoitos localizados
centralmente. En Tas fases tardias la necrosis se
ve incrementada, donde 1los mononucleares y células
epiteloides reemplazan a la mayoria de los leucocitos,
provocando el desarrollo de granulomas caracteristicos.
Al dia 7 los granulomas se asocian COn una necrosis
extensa (49).

Parecen ser varios factores 1los que toman
parte en la secuencia anteriormente descrita; el
complemento del huésped parece activarse por alguna
via; asi se ha demostrado que el pardsito parece
activar ambas vias del complemento en ausencia de
anticuerpos especificos (63). La liberacion en péptidos
quimiotacticos derivados de los componentes del

complemento como C 5, 6 y 7 activan quimiotaxis
y fagocitosis de células inflamatorias (59).

Lo anterior podria explicar parte no solo

la destruccidon del parédsito, sino también la intensa

migracion de células inflamatorias hacia la lesiodn.
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Las diferencias en la respuesta de quimiolumi
niscencia entre los grupos no inoculados y los inocula-

dos previamente con E. histolytica, podrian interpreta-

se como presencia de factores solubles (anticuerpos
especificos) que de alguna forma eleven o disminuyan
la actividad metabdlica celular.

Aparentemente la respuesta humoral en
nuestro modelo estuvo parcialmente involucrada.
En los animales inoculados previamente a la implantacidn
del coagulo de titulos de anticuerpos antiamibianos
se fueron incrementando gradualmente, no asi, para
los grupos control o testigo, donde se alcanzd wun
titulo y éste permanecid constante.

Las diferencias de los titulos de anticuerpos
en los grupos de animales inoculados parecen deberse
a la inoculacidén previa con trofozoitos viables

de E. histolytica, mientras los que no fueron inoculados

el antigeno estuvo menos expuesto al aparato inmune.

Se han cuantificado que wuna proporcidn
de 200 PMNs por trofozoito amibiano son necesarios
para destruir trofozoitos de 1la cepa 310. Por otro
lado se requieren mas de 3000 PMNs por amiba para

destruir trofozoitos de la cepa HM-I de E.histolytica.
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La destruccion de las amibas por PMNs no parece
depender del complemento ya que los PMNs tiene efecto
amebicida sobre cepas menos virulentas enm presencia
de suero activada como inactivada. La destruccion de -
amibas por PMNs no dependié de metabolismo dependiente
de oxigeno (61).

E1l sistema del complemento como ya se
menciond anteriormente es otro factor humoral involucra

do en la respuesta inmune contra E. histolytica.

Experimentos empleando suero fresco sin anticuerpos
antiamibianos detectables pueden inducir 1lisis de
aproximadamente 49% de 1la poblacion amibiana cuando
se usd una dilucion 1:3. La lisis bajo estas condiciones
ha mostrado ser un proceso dependiente de complemento
por la via alterna (62).

E1 modelo usado en el estudio ofrece ventajas:
evaluar la ~espuesta inflamatoria hacia algunos

antigenos como el de E. histolytica incluidos en

la matriz del codgulo.

En &1 presente estudio cuantificamos el
tipo y la dinamica de la respuesta celular, aparentemen
te relacionada al proceso inflamatorio. Tal proceso

inflamatorio fué afectado por la inmunizacidn previa



con trofozoitos viables de E.

histolytica.
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CONCLUSIONES.
Los namsters inoculados previamente con

trofozoitos de £ histolytica se observd

una menor migracion de PMNs hacia los coagulos
que contenian en su matriz trofozoitos viables

de E.histolytica.

La quimioluminiscencia presentd un decremento
en los animales que fueron inoculados previamen-

te con trofozoitos viables de E. histolytica

en comparacion a los no inoculados.
La inoculacion de trofozoitos viables

de E.  histolytica estimulid el aumento en

el titulo de anticuerpo antiamibianos determina-
dos mediante HAI y parecido influir en el
decremento de la quimioluminiscencia y 1la

migracion de PMNs.
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