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Resumen 

RESUMEN 

La arnibiasis intestinal es . el tipo más común de amibiasis invasora. Para conocer Jos 

mecanismos involucrados· eO la relación huésped-parásito que determinan la producción de 

la enfermedad se ·.han desarrollado nwnerosos modelos animales {l\1artfnez-Palomo. 

1989) •. Varias· especfes ~e han -utilizado para el estudio de la amibiasis intestinal. Sin 

embarg~. el· uso del ratón como modelo experimental de 8Jllibiasis representa varias 

ventajas. ya que es altamente sensible a la manipulación experimental. de bajo costo y con 

un sistema inmunológico bien detallado (Lancastre y col •• 1968). Algunos autores (Gold y 

Kagan. 1978; Ghadirian y Kongshavn. 1984) postulan que el ratón posee una resistencia 

innata a la infección pol" Enramoeba histo/ytica. por lo que es ideal para estudiar la 

participación de algunos mecanismos inmunes en la resistencia a dicha infección. En este 

estudio establecimos el desarrollo de amibiasis intestinal en la cepa C57BL/6 mediante el 

empleo de ratones de ambos sexos. entre 6 y 8 semanas de edad y mantenidos en 

condiciones estériles de cama. agua y alimento en contenedores gnotobióticos. Se les 

administró un tmtwniento antiparasitario de metronidazol a una dosis de 200mg/Kg de peso 

durante tres días consecutivos para. asegurar que estuvieran libres de Enramoeba muris. diez 

días después. previo a la cirugía se les mantuvo 24h en ayuno y posteriormente les fueron 

inoculados IX107 trofozoitos. lisado runibiano equivalente a 1XI07 trofozoitos y medio 

condicionado sin amibas. todos los tratamientos C"esuspendidos en un volumen de 500µ1. La 

eutanasia de los animales se realizó a las 3. 6. 12. 24 y 48h después de la inoculación. La 

frecuencia de lesiones en hembras fue de 29% (9/31) y en machos de 27% (9/33). 

obteniendo una frecuencia total de lesiones en ésta cepa de 28% ( 18/64 ). Las lesiones se 

definieron como úlceras superficiales, delimitadas a Ja mucosa con infiltrado inflamatorio 

moderado a intenso compuesto principalmente de neutrófilos. El desarrollo agudo de 

Estudio del desarrollo de la amibiasis intestinal en el ,.tón C57BL/6 
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Resumen 

infección apareció en las -s~·is primer~--hor~~- ~Ostrar:ldo ~ ~i~os de. regenera-~ión 8." partir de 
' . . . . ' . 

las 12h y evolución a la remisilm·~n menos de."48h:'.L0s·r~s._¡l~do~ obtenidos sugieren un 

modelo agudo resistente a:ta ~.~bi~_i_~)~~~~~tna:1:/·a:. P.~s~· a~:qu·~:o.tros estudios revelan ª ta 

cepa C57BL/6 como un·· m~~~·10\»~-~~~~-t~~J'~~-a_:·1~_:.~~~i~i~-~-{G~~dirian y Kongshavn. 

1984) o como modelo de r~si~t~~d1~:· pe~<:;· ~n :est~dc;~·-:~·~ ~~~.oll~ ~rónico de enfermedad 

(Houpt y col., 2002). 

Eatudlo del deJSarrollo de I• amlbl••i• Intestinal en el ratón C57BL/fS 2 



Introducción 

INTRODUCCION 

La amibiasis o entamoebosis se definC cOmo la infección en el ser. humano producida por 
:'· .·.· . .- -

el protozoario parásito EntamÓ·~~~;~~ís~~./ytíca (E .. histo/J.,tiCá)~:· c~n·. o·· si~~ ~anifesta-ciones 

==~~:.:::;;~~~~;~~iY~~j'~~:~,~~.:<'.~::.::: 
invadir la pared del intCstin·o:gruCso~ del hOinbie,'y:'dC-aiserriinarSe· a· otros órganos, como el 

:· • ·_ ~ .: . ·, .. :'. ·-. l ~ ~-:.:~_-:·, ·_:":·_:,~ •·• . : ;:'~;·.;: /~t~·-~· .:.~;~)E:{~}{~~~}:J:i~'.{/:1;r;,'.:~< ·:~ ·. :_·_-,-" '.. 
pulmón, el cerebro y principnl~ente_el hígado.{Espin.osia-Cantella'no y Martfnez-Palomo, 

-.. ·"-:_,:,,; ·"· :~,_-, ~-~--~> :º:··,~-"·· -¿{}~.\ó';: :\o!·::y\2:-·'. -· 
2000). '/···;;:,;; ··.!::,:';·:·· -,,,,,,. 

La nmibiasis invasora debida a E. histf:!l;Ú~~- ~f~~·u/~~~d~~·¡·~~~~mente a individuos de 

nivel socioeconómico bajo que viven en paises en vías de desarrollo (Ravdin, 1995). En 

áreas de infección endémica, una variedad de factores incluyendo la ignorancia, Ja pobreza, 

la sobrepoblación, los suministros inadecuados y contaminados de agua y el bajo nivel de 

higiene. favorecen directamente la transmisión fecal-oral de amibas de una persona a otra 

(Espinosa-Cantellano y Martínc-1.-Palomo, 2000). Se estima que el 10% de la población 

mundial está infectada por E. histolytica, de Jos cuales 50 millones de casos presentan 

amibiasis invasora y cerca de 100.000 mueren por la enfennedad9 sin embargo. se dice que 

esta prevalencia en ciertas áreas de desarrollo puede ser tan alta como deJ 50% (Walsh, 

1988). pero no para árens no endémicas. donde Jos patrones modernos de viaje e..-------. 

inmigración ponen principalmente en riesgo a dos grupos específicos de la población. la de 

homosexuales y la de viajeros que regresan de: los trópicos (Weinke y col., 1990; 

Walderich y col., 1997). Estudios hechos en nuestro medio indican que la amibiasis es 

endémica en la República Mexicana. con zonas de alta seroprevalencia no relacionadas a 

condiciones climáticas, pero sin duda con gran incidencia en los estados sureños del pais 

~ 
e-' 
r::--< o-3 
:;:J:=-- ~~ 

83 ~ cz:. 
C::> C2 
!:=) e:> 

º~ l"-'".:I 

como Chiapas y Oaxac~ en niños de edad preescolar y con un doble incremento durante el ~~-~----

Estudio del desarrollo de /a amiblasis intestina/ en e/ ratón C57BLJ6 3 



Introducción 

verano {Caballero y col., 1994; Tr~viño y col.,: 1997).' S!n e:mbari;o, ~éxico ha mostryido 

un lento, pero progresivo decrCmentO ci~sd~· 196.J: háSta · 1979 .en la incidencia y mortalidad 

causada por la mnibiasi~ .iil~asora· e~ :·tod·~ s.~---~':'~as C~i~icaS, de'sce~di~nd·a.· det ~épti~o al 

décimo sitio entre tas·enf~~~dad~~.in~··r~~,~~~~-~~~.eri ~~c~opsias (Ra.~os-~~-~rtinez y col., 

1986); así como tanlbién ·Jo ~·llgi~re:·:-~">e~t~é:Üo---~~alizado· ~n el periÓdo de·: i979_a-1991, 

donde se observa··esta. reducción proS.rCsiv8.''·~~ffio.·resU1uido del avance soci~l económico 
. - -__ ·_ . - . - . . . : ~ --·" 

del país, al mejora.miento en las condiciones sanitarias, al desarrollo médicó y tecnológico. 
< -·,·. ·.- ' 

así como al uso del metroii.idazol ante' ta menor sospecha clínica de: la' amibiÉisis e,, Por su 

empleo profiÍñctic~ cTi-cviño y col., 1994). Ahora bien, acorde a ~stiffill~Í~~~s recieÓtes de . ~ . - -· . 

la Organización Mundial de ta Salud, la amibiasis es responsabl~ d~.·aP~i,-~¡-~~d~ente 70 

mil muertes anuales, lo que Ja coloca como Ja cuana causa p~~·c.¡p~f:~~:.:.~~~frt~s-_por 
.~.-! 

protozoarios, después de la malaria, la enfermedad de Chagas y la teishm~i,~i:S j/ta tercera 

causa de morbilidad en este grupo de organismos, despuéS de.i~~~~~~~;j~~:t:iJ6~~~iasis 
(Espinosa-Cantcllano y Martíncz-Palomo, 2000). 

La infección se adquiere por ingestión de la forma quística, In ,c~~ es reS.i,sÍente a cualquier 

efecro dañino del pH ácido del estómago. El desenquistmniento ocurre en el intestino 

delgado con dl~i.sión del quiste maduro tetranucleado en ocho trofozoítos móviles por 

división nuclear y·_-citoplásmica. Los trofozoítos emigran hacia ta región del colon donde':-___ _, 

-.se 
proliferan en un ambiente microaerofilico junto con la flora bacteriana residente de la cua ~ 

se alimentan. En la mayoría de los casos. los troíozoitos viven como comensales en el ~ ~ 
e:' ~ intestino, sin causar daño evidente al hospedero. sin embargo. en algunas ocasiones los i::rc:1 c:.r.:t 

e::> 8 
~~ e:; 

trofozoítos manifiestan una conducta agresiva. atacando e invadiendo la mucosa intestinal. 

Una vez que degradan Ja capa mucosa protectora por la acción lítica de enzimas. Jos 
L~ 
.···-~ 
~-.:... -1 

------trofozoítos invaden el epitelio colónico mediante Ja unión de lectinas y la posterior 

Estudio del desarrollo de la anrlblasis Intestinal en e/ ratón C57BU6 4 



Introducción 

·, ., 

proteólisis de los tejidos y de las -uniones~ in-traCC.lÚlares. pro.dUéiendo-_ les_iOri_es ciue se 

pueden manifestar como ensr<?,Saf!1ÍC[lti?s _ n~- Cspe~ifi~os d~ _lá.. m~cosa o c~mo. ·úlceras "en 

botón de camisa'.'. LO~·-:~r~+~~~-~~~~:y~~e~pe~anece~ ~en ~la l~ del intestinO se pueden 
. ,.-.. ·~--:>· :-.~~<· ~:/·>--;iJ''~., ·~~':.·-.·~-"-~:=~~~~.-·~:r' _'}.- . ·" .: :·:·z~,;;.~.:~_.:, .... :'-;~·>.~~~->-~;-<__ . 

enquistar (proceso que 'es :aparentemCnte·estimulB:'do· por". laS. cOOdicioriCs Iu.róiriale~·-q"UC son 
-_-. :~: ~- :_:._,. .: ;.:iL ::JA~~\ -;r'.:c::d:~~.; 1~·~:.: :- ;;.~~:\ ;. : -<-l/::tY :_:;_:.¿+~-~< l:i:·~·:·~~~l~_:~A~~:t~'.-::\~;~~-:-~~~--:~6-~~.~~~i~: );; ·: :'.°.-:~, .-

menos ideales·· pam~'.loS:~ trOfozOítos) ~-o·~:'Salir.:r del~ hoSpedCro·:.con·~ 1aS: .,heCeS~~~o-· bien como 

trofozoítos, in~~;;¡; ~l~,~~j~~\1~<;~; ~¡¡j~~~:JJ~~\:~;~~gj~~~1/~~~:i~g~ih~~~;..íai. una por 

torrente ciCculntOrio·._:y·¡~ -y~·ña·,¡,-o·ria".Y, vCn~-- ffi~eritéri~~ :hSCia .higadO. y posteriormente 

pulmón. y (.;) ·c:ef;.i:u::o~' . .; po~ perforación y lisis de las copns del intestino hasta llegar al 

perito~'~a·:. ~~:,~~;~;;~·i;;e~~~~cl~~s y el metabolismo continúan dentro del quiste. el cual 

permanece Viable p~r semanas o meses de acuerdo a las condiciones wnbientales a las que 

se encuentre expuesto desde su excreción (Ravdin. 1995). 

La lisis de Ja mucosa colónica en la amibiasis intestinal ha sido relacionada con una 

variedad de 'moléculas producidas por E. histo/ytica como ndhesinas., arneboporos y 

pretensas. La adhesinn Gal-GalNAc es una proteína multifuncional compuesta por un 

heterodímero con una subunidad pesada de l 70k0a y una subunidad ligera de 35.34k0a., la 

cual le permite al parásito adherirse a Ja capa de moco para evitar que este sea eliminado a 

través del flujo intestinal (Espinosa-Castellano y Martfnez-Palomo. 2000); esta lectina 

taJllbién se involucra en la señalización de citólisis uniéndose a los componentes es y e,.,_ ____ _ 

del complemento. lo cual evita el ensamble del complejo de ataque de membrana de 

complemento a la membrana plasmática amibiana (Braga y col •• 1992). Se sabe también 

que Ja subunidad pesada de esta adhesina podría panicipar en el anclaje de Ja amiba ::i 

cienos proteoglicanos durante el proceso de invasión y que la subunidad ligera modula I.a 

actividad citopática del parásito (Espinosa-Cantellano y Martfnez-Palomo. 2000). Otras 

moléculas involucradas en el proceso de invasión son los arneboporos o péptidos;._ ___ _, 
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• ' - •e 

formadores de canales, las pr~teasas, los-ester¿s de foí-bol y I~ h.ériioli~inas.\El ameboporo 

de E. histo/ytica que es una proteínB d~~77. aminoácid0s· parecida a las ·ionóforas, ·induce 

escape de ione~ Nii+ ,_-·:K~:·;/y· -~~:·:·,m~~~·i·~~~b:·~d~ ionCs-C:U:~ -:Por vesículas a través· de la 
,. .. ,. •"'"··- - -.... ··,,·-

bicapa lipídica y nl P~~~~~:'.;~~-~J~·~-~~4~·~~.~~~~~~·o princi~al d~ deferisa contra- bacterias 

ingeridas, más q~~~-~~:¡~:r_ii'~Í~~:d~/(~~·y~~j~~6~:d~l-h0sped~io (Leippe y col., 1994). Las 
- ' ' ' .. ~; - ".:~·:~::,e:-.::-·,:,;. :~ 

cistein proteasas· pUCd·en.;s'C-~;.'llSild~"''Pár.iid~&i-ndar la matriz extracelular durante el proceso 

de invasión y auxiuar:_~~:l~~·~.i~~:::·J~-~~~~-~~.~«blanco (Kelsall y Ravdin, 1993). Los esteres de 
:.:.:'' 

forbol y los activadores de'. .. 1á-.'.pr~lCína .quinasa C aumentan la actividad citolítica del 

parásito (Weikel y col .. , 1988)' y-.~~·~~osas hemolisinas han resultado ser citotóxicas a la 

linea celular de la mucosa intestinal · (Caco-2) y al parecer se encuentran asociadas a las 

cepas más patógenas de E. histolytica (Janssoo y col., 1994). Los mecanismos interesantes 

de modulación pa.rnsitica de la respuesta inmune del hospedero están empezando a ser 

comprendidos. Dentro de· los principales blancos de esta modulación se encuentran los 

macrófagos y los neutrófilos (Ptv!N) que al parecer emigran al sitio de la lesión, pero son 

incapaces de eliminar la infección en el hombre (Espino5a-Cantellano y Martinez-

Palomo,2000). 

Por otro lado 9 la respuesta inmune hwnana se caracteriza por desarrollar altos títulos de 

anticuerpos antiamiba en pacientes con absceso hepático amibiano, sin embargo. se ha visto 

que estos anticuerpos antilectina.. que pueden persistir durante más de 1 O nftos en el cuerpo 

hwnano y que son capaces de inhibir la adherencia amibiana in vitro, no tienen ningún 

efecto protector, mas aún resultan ser un indicador de infección invasora por E. histolytica 

(Ravdin, 1995). 
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La respuesta de IgA muc:oid~·_¿ E. hislo,lyti~a su~ede durante Iá ami~insis invasora como se 

evidencia por la presenc_ia' ci.'e anticuerpos en .calos~o y saliva, pero no está claro todavía si 
.- ~ . . -

la infección asintomáticB~: ~ór'_E. -hiStolyi/Ca ~~om':1e~~---la·_ respuesta:·_:secretpria intestinal de 
,·. . ~ :" '-. . -.. ' -

lgA y que ésta 'además,. ~e~ Cfeciiva: en ~a elimina.~ión -~el -~~iio "del intestino (Sharma y 
_.,· .· ' ;_~_: .. _:: .. ·< :-~ 

col., 1978; Grundy y Col., 1983; Acosta y col.,:t98S;~oet Mliro y col.,. 1990; Mazanec y 

col., 1993; Ortiz. 1998). Por otra parte. la irununid~d-~;~~i~d·a_por células juega un papel 

importante en la limitación de la extensión de la enfermedad y en la protección del 

hospedero de subsecuentes recaídas después de una apropiada administración de 

quimioterapia. La respuesta antigénica espec[fic~ que estimula la producción de linfocinas 

como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el inteñeron (INF- y), promueve la actividad 

amebicida de células como los neutrófilos y los macrófagos (Stern y col •• 1984; Salata y 

col .• 1986, 1987; Velázquez y col •• 1998), Jos cuales por mecanismos dependientes de 

contacto, vías oxidativas y no oxidativas, así como también por la ruta del óxido nítrico 

(NO), tienden a eliminar la infección (Lin y Chadee. 1992; Salata y col .• 1985). Por otro 

lado, durante Ja amibiasis invasora agud~ Ja respuesta de los linfocitos T del huésped ante 

los antígenos amibianos parece estar específicamente reprimida por un factor sérico 

inducido por el propio parásito (Salata y col ... 1990). 

La amibiasis es la única zoonosis conocida en la cual el hombre es el reservorio, aunque se 

ha encontrado que es patógena en primates del nuevo mundo, tal es el caso en monos del 

género Atetes (mono araña) y Cebus (Miller. 1952). Otras especies como el gato. el perro, 

Ja rata y el cerdo se consideran huéspedes accidentales. El estudio experimental de la 

amibiasis se inició simultáneamente con el descubrimiento de E. histo/ytica como el agente 

causal de la disenteria amibiana por LiSsch a fines del siglo XIX, quien reponó la primera 
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producción exitosa de disenteria -experimental en uno·. de. cti~ttci ·:perros. Bli~Ciit~dos con 
- ·.· 

heces disentéricas de un paciente. A partir de·_e~toncCs;se··,han .-e.mpleÜdo-'riumerosos 

modelos in vitro e in vivopara nborrl•~ eLestudio .• d;'!;.·~ibiFi~~~~in;<:.,;~;~~:~m la 

actllalidad todavía no exis~e Un m~d~Jo. ~i~·al ·~~e· ~~~~:~Jz~~~\·_~~~~-~{~,~~~~¡·~~~~-~~~~~e 
en el humano, esto es, que a tmvéS de la aclrTiiniStra'ciÓr:i-o~t"-dC ·c{uiSÍ~s~-~é·pr;;cÍuZca el 

dcsenquistamiento y fonnación de. trofozoítos a nivel d.el íleori ~~~~~~ ~.;,_.'~i- ~~rise~'uente 
dailo al intestino grueso y otros órganos, principalmente el hígado; a pesar de ello, varios 

modelos experimentales restringidos han resultado adecuados para aclarar cuestiones 

especificas que se han planteado (l\'lartfnez-Pulomo, 1989). 

Los modelos de wnibiasis en perro o gato se utilizan poco en la actualidad; estos animales 

han sido sustituidos por numerosas especies de roedores, como conejos, cobayos, ratas, 

ratones, hárnsteres y jerbos. ya que se cuenta con una mayor uniformidad genética de los 

animales, facilidad en el manejo y susceptibilidad aceptable o. E. hisrolytlca, lo cual ha 

permitido el estudio de procesos moleculares, inmunológicos y celulares (como la 

inflamación y la muerte celular programada) que ocurren a nivel orgánico cuando E. 

histolytica entra en contacto con el intestino o el hígado (Stanley, 2001). 

En los modelos in vivo. las amibas se introducen directa.Jnente en el ciego o en el higado9 

generalmente por inyección después de una laparotomía o a través del peritoneo. Se han 

utilizado también otras vías como la inoculación intraportal, el depósito directo en el recto 

o la inyección intracerebral. En varios estudios. se han utilizado cultivos axénicos de 

trofozoitos. aunque experimentos iniciales sugirieron que E. hisro/yrica cultivada 

axénicarnente perdía de manera uniforme su virulencia por su incapacidad para producir 

abscesos hepáticos en roedores9 más tarde se observó que esto quedaba resuelto si se 

aumentaba el tamaño del inóculo (Martíncz-Palomo, 1989). 

Estudio de/ desarrollo de /a a1J1ibiasis intestinal en e/ ratón C57BL/ts 8 



Introducción 

Se ha reponado también que el grado de patogenicidad, resulta ser inverso a la edad del 

animal experimental, es decir que los animales jóvenes son más susceptibles que los viejos 

a la infección amibiana (Mattern y Keister., 1977; Ghadirian y Meerovitch., 1979). así 

corno también. que los pasos por hígado de hámster tienen Ja propiedad de aumentar la 

virulencia de E. histo/ytica (Neal y Vincent., 1956; Lushbaugh y col • ., 1978). El uso de 

ciertas cepas bacterianas como Fusobacterium symbiosus en cultivos monoxénicos de E. 

histo/ytica ha surgido como otra forma de aumentar la patogenic~dad. incluso se ha probado 

una alternancia de pasos por hígado de hámster con crecimiento intermitente de los 

trofozoitos en una mezcla de cultivos bacterianos, para conseguir este fenómeno (Gold y 

Norman., 1979). Sin embargo, algunos sugieren que la mera combinación de amibas con 

bacterias no es suficiente. para la producción de enfermedad, sino que debe desarrollarse 

cierto sinergismo entre el parásito y la bacteria para que resulte un efecto patógeno. puesto 

que se ha encontrado que trofozoitos de E. histolytica ignoran a bacterias que no tienen 

sitios de unión a manosa (Mirelman., 1987). Por otro lado, estudios in vitro con cultivos 

axénicos de amibas patógenas eliminan definitivwnente la necesidad de la participación 

bacteriana en la virulencia de las runibas (Martínez-Palomo,. 1989), por lo que el papel de 

las bacterias en la patogenia de la runibiasis continúa incieno hasta Ja fecha. 

Los modelos in vivo de la ainibiasis pueden usarse para estudiar muchos otros factores en la 

enfermedad además de la patogenicidad, como Ja edad. el sexo. el estado nutricional. el 

equilibrio hormonal. el estrés y las drogas terapéuticas; así como también,. en estudios de la 

respuesta inmune no solo se investiga la susceptibilidad del animal o. la infección, sino 

tainbién su resistencia natural. ya que la información sobre los procesos o fenómenos de 

resistencia natural a la infección runibiana resulta útil entre otros aspectos en el 
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mejoramiento de estudios:~l~ci~nados con el tratamiento y la prevención de. la enfermedad 

(Rivero-Nava y col.7 19_~7; Velázquez y col.7 1998). 

En general. los, ~i~·~le~'.{QU:~ se utilizan para el estudio de la amibiasis intestinal son 
·:" .. 

diferentes a··IOs'é¡ue··se Utilizan para el estudio de la amibiasis hepática. debido a las 

diferencias de s~~·~~p·iibilidad que presenta cada especie. En el siguiente cuadro podemos 

observar los modClos ·animales comúnmente utilizados de acuerdo a la susceptibilidad que 

presentan en la runibiasis experimental (Tabla t) 

Tabla 1 Susceptibilidad de los roedores 

AMIBIASIS AMIBIASIS 

INTESTINAL HEPATICA 

HAIVISTER - + 

COBAYO ± -
RATA ± -

JERBO ± + 

RATON ± -

manipulación especial .. o las lesiones que se producen son temporales. 

En estas especies de roedores existen a su vez cepas con diferente susceptibilidad .. lo que se 

observa normalmente en estudios de amibiasis intestinal. donde Ja flora microbiana está 
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poco caracterizada., así como otros factoreS bioquímicos y celulares que en general se 

consideran como e!ementos adversos a los parásitos (Ghadirian y Kongshavn. 1984). 

A pesar de , estas· limitMies,. al ratón se le . ha considerado por varios autores como un 

hospedero ideal para- estudiar los mecanismos de resistencia a la antibiasis experimental 

porque es altame.nte sensible a Ja manipulación,. su sistema inmunológico ha sido bien 

detallado y' permite el estudio de factores genéticos que regulan la defensa del hospedero 

(Lancasire y colª• 1968). 
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ANTECEDENTES 

Los modelos intestinales desarrollados no se encuentran aún claramente establecidos. 

debido a que la producción de lesiones no· es constante ni uniforme y. como ya se ha 

mencionado, en ocasiones requiere_,:~~.,~Ondici~n·es y manipulaciones especiales de los 

animales; sin embargo. constituye_n·;.1~) ~~~:·~P.ara ·un- mejor conocimiento sobre los 

mecanismos de patogenici~d,_.; ·q~~: :' ;fi~~~~~¡~: resultan en la manifestación de la 

enfermedad. 

En estudios previos realizados en cobayos se observó que la producción de lesiones 

colónicas no era constante y dependía de multiples factores. A partir de los estudios de 

Carrera y Faust (1949) se realizaron diversas variaciones metodológicas como el tipo de 

cultivo amibiano. rutas de inoculación y modificaciones en las condiciones fisiológicas 

como de manipulación del modelo; sin embargo. hay muy p«;>cos reportes concernientes a la 

producción de lesiones intestinales con amibas axénicas. Diamond y col., (1978) indujo 

lesiones intestinales por vía intracecal en cobayos recién nacidos. pero los resultados no 

fueron reproducidos en un gran número de animales. Postc:rionnente. Anaya-Velázquez y 

col •• (1985) con su modelo llamado ºasa cecal lavada y cerrada .. produjo lesiones 

runibianas típicas en el ciego de há.rnsteres y cobayos, con trofozoitos cultivados en 

condiciones axénicas y monoxénicas que le permitieron analizar los estadios tempranos de 

la amibiasis intestinal y cuantificar el contenido lul!\inal durante el establecimiento de las 

lesiones invasoras arnibianas. 

La rata se ha empleado como modelo de amibiasis experimental desde las primeras décadas 

del siglo pasado, sin embargo .. los resultados no han sido claros. ya que se han utilizado 

ratas recién destetadas (Jones. 1946; Neal y Vincent. 1956) cuya susceptibilidad a la 

infección es mayor.. pero debido probablemente a que su sistema inznunológico está 
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pobremente desarrollado. así como al uso ·de 8isládClS Bmibianos poco caracterizados o . . ' -

asociados en algunos casos. a: b~cterias·. n~ ·_-~nractéii~d~ cDas y col., 1979; Ishaq y 

Padma, 1980). lo cu~ ~~:~.d~::~~~~~-~i fenó"1~~:~ ~~ d~:la_patogénesis (Tsutsumi, 
.·.·.~:,~~L>-., 

1988). 

El jerbo (A-feriones ,i,~g';f;~~l~tJs), es ,otro de los ~oedores comúnmente utilizados en el 

estudio de la~ ~-~l?i~iS: c;x·pe·nmentar desde- ~ediados del siglo pasado (Carrera y Faust, 

1949), y en la mayoría de los casos se han inoculado cultivos monoxénicos de E. 

histo/ytica. Los primeros resultados obtenidos en el jerbo no fueron claros en la descripción 

de las etapas tempranas de infección ni en la participación de las células huésped durante la 

invasión tisular (Chakravarty, 1977; Chadee y Meerovitch, 1984a, 1984b, 198Sa, 

198Sb); estudios posteriores han descrito el desarrollo de lesiones microulcerativas con 

infiltrado inflamatorio y edema en la lámina propia asociadas a focos de necrosis que 

evolucionan espontánerunente a la curación y que bien, podrían ser útiles en el 

entendimiento de las lesiones producidas por E. histo/ytica en hwnanos asintomáticos 

(Shibayama y col., 1992). 

Por otro lado. aunque el hárnster ha sido el modelo animal más frecuentemente utilizado en 

estudios de amibiasis hepática.. el desarrollo de amibiasis intestinal ha resultado dificil en 

este roedor. sin embargo.. hay algunos reportes de lesiones cecales desarrolladas con 

cultivos axénicos pasados previamente por hígado antes de su inoculación (Ghadirian y 

Meerovitch .. 1979) y con cultivos monoxénicos inoculados en el modelo del asa lavada y 

cerrada mencionado anterionnente en el cobayo (Anaya-Velázquez y col., 1985; Tsutsumi 

y col., 1990). 

El ratón a su vez, ha sido un modelo dificil de infectar tanto intracecal como 

intrahepáticarnente con E. histo/ytica, sin embargo. desde los estudios hechos por 
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Lancastre y col., (1968) se le ha empleado ~Omo';~.ode~o Para estudi~ los mecanismos de 

resistencia a la amibiasis. Neal y Harris {1977) re~~n~or.i que l~ cepas C3H/mg y CBA/ca 

son susceptibles a cultivo polixénico ,de E.· h;J/iJy;f~;;·-~~~·-J¡¡/¡·~:ti-a.C~cal, sin embargo. Gold 
' - ·.-:~ ·-·- . ' - . . ' 

y cols. (1978) fracasaron en el intento de e.rié'c!,ri~··~¡¡::~~~a:~onsi~Í:~ntemente susceptible a 

Ja amibiasis tras inocular intrah~Páli'c~~~te>~~:~~¿'~~¿\i~~S:S 'de ratón, diferentes cepas de 
' ~:.::·. ,. '. _.-. ',~;:~f!,~J.~~~{~':·,;~:: .. :.'.,":."'._ 

E. histolytica mantenidas en .. cOndic~~nes·· .. ~_én_i~~·-,y:'..~~-~O?'.'énicas. En 198..a, Ghadirian y 

Kongshavn reportaron el desarr~Üo-de Íii~~~,.~;rii~~Í::d~'~~cosa en seis de diez cepas de 
- ._ _._ ·;..· .. ,-.···· 

ratón inoculadas vía intracecal con amibaS a."<é.niC~:-:·QciC~ás de reconocer la participación 

de un gen dominante, provisionalmente d~si~~~d?.,.~·~:·:·~l ,Cuat no esta ligado al complejo 

mayor de histocompatibilidad, pero se presumé ·se en_cuentta asociado con la resistencia 

innata a la amibiasis más que con los mecanismos espec[ficos de la respuesta irunune .. sin 

embargo, no se sabe aún a que nivel y a través de que tipos celulares opera este gen 

responsable de la susceptibilidad a la amibiasis en estos roedores. Más tarde Owen (1985) 

inoculó por vía intracecal dos cepas de E. histolytica. SA W 760 y SA W 408 (zimodemo no 

invasor IX y zimodemo invasor II,. respectivamente, Sargeaunt y Williams, 1979) 

mantenidas en condiciones polixénicas de cultivo en dieciocho cepas de ratón, y reportó 

que ambos zimodemos fueron capaces de invadir la mucosa intestinal de las cepas 

genéticamente susceptibles. mostrando alta mortalidad~ particularmente con la cepa 

invasora. En el mismo año, Ghadirian y Kongshavn usaron la cepa C57BL/6 (considerada 

por ellos como susceptible a la wnibiasis) y la A/J (considerada como resistente), para 

estudiar el papel del bazo en la resistencia innata de estos roedores y encontrarOn un 

aumento obvio en la resistencia a la runibiasis con la esplenectomía, tanto en la cepa de 

ratón genética.mente resistente como en la susceptible~ la cual desarrolló numerosas úlceras 

sobre la mucosa de los animales no esplenectomizados y en el grupo esplenectomizado se 
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obtuvieron solo lesiones superficiales; lo cual sugiere, que. Ja -espleneCtomía exacerba la 
' . 

resistencia temprana a la runibiasis. inC:reme~ia.:ido· drmnáticarnente su efecto cuando el 

intervalo entre Ja esplenectolní~ ~la .infe~Ci~~:_.~~'.-~'.~oÍong~ '~asta '12 Y 15 días._Se presume 
- ·- +¡'' ,..... ,.. . 

animales esplenectomizados y: ·adenlás--al. rio Ser. secu·~S~doS··-Por ~1 bazo." éstos emigran en . - ... ,. ·'- ;, ·-·. 

grandes grupos al_sitio .. de la inÍ"ecc.ión"Y~-~-~~~~-~~'.:d~ ~:;·~~e~tO en la protección •. ~terO y 
• ' • >-., • éi •'o 

col., (1984) utilizaron ratones aÚrii"iCO's·-~~ril.l:cB~i..s/C") y·sus_crias nu/+ intactas del timo 

para evaluar Ja respuesta iruTiuiie -~~~~t~:.:t~-~--~-~~d~~ ·~~~inda por células. además de 

delinear el papel del macrófago ~~~~c;-:l~':_~ibi~Ís he~ática; .Pero no produjeron lesiones 
-- ... -.·.- ·¡.,, -·· . 

hepáticas en forma constante y con~l;:¡y~"ion-·ij~~::: Í~ :PreSencia de macrófagos activados {por 
'"" - " . .,._. - e¡·-···· 

infección con Trichinella. prctta~Í~~-~~-:~"Q-:i'·~nÍ~{¡ o inmunización con lipopolisacárido) 

no parecía ser un factor crucial en. Ja defensa del hospedero, así como tampoco que la 

inmunidad mediada por células (CMI) fuera un mecanismo critico en la defensa contra E. 

hisro/yrica en el ratón. La respuesta humoral evaluada después del reto con los trofozoítos 

mostró que la síntesis de anticuerpos lgG parecía no estar relacionada con la formación de 

absceso hepático y que la respuesta de anticuerpos lgM parecía no contribuir en eliminar al 

organismo durante las etapas tempranas de infección en el hígado del ratón. Rivero-Nava y 

col .. , (1997) y Velázquez y col., (1998) estudiaron el papel del neutrófilo en ratones 

neutropénicos (BALB/c) durante la amibiasis intestinal y el absceso hepático arnibiano. 

respectivamente y encontraron que en el caso de los ratones neutropénicos inoculados por 

vía intracecal. el desarrollo de lesiones ulcerativas a tiempos tempranos tuvo una frecuencia 

mayor y un nÚltlero mayor de lesiones cecales por ratón. que las desarrolladas en los 

ratones normales, lo cual sugirió que el neutrófilo tiene una participación importante en 

limitar el daño tisular durante la infección. De nueva cuenta.. los ratones neutropénicos 
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" . : .·, . , ~ - -
inoculados por vía intrahepática mostri:lron" una ·extensió-n de. las lesi~neS cOrisiderablemerite 

mayor que la desarrollad~~~ J~~·is_~o~ále~~ p~ro-en .. amb~s,se_ob.~~-ry~on á:reas de necrosis 

licuefactiva (lítica)· co~·,S,rru:t· .:i'~ero:d~.-~ ~ibás~ ¡·q:úe'.-en ·Cf ·cñsOº' d~ :·los··-ratones óormales 
:: _. .. ;-.·. "· .. _:--~·:.<.e·.;;::_';;··:.:-.;.•,_'. .. ;.:· , .. , ... ·• :.···~· ' ·,." -·.·. , .. , .. , .' - - -

aparecieron eniremezcl~das·{c~é-o·n.~~ l~'~?"iC'a.C'Ción :4.i~flarriatOri~.- :· p~~O .. ·no eó 'el:- caso de ·Jos 
.. ,., ... -·«.-J~:_ ·.: .-- .--··'. ··.; .- _- ...• , .•. ·' 

neutropénicos. en tOS Cit.i~.'POr_el·.«:'oí-ítr.1rio.-".el infilttádo· iÍiflámtitorio fue -ra.i'amente visto. lo 

cual sugiere q':lej~i:~~~a;~f.1'i;';'d~sempefta un importante papel como mecanismo de 

resistenci~ a l~)~~~¿¡¿~":d~t~ .. ÚL anlibiasis hepática en el ratón. Estos estudios además, 

permitieron.·obS~rV!lr":q.:ie E. histolytica es capaz de producir daño al hígado en ausencia de 

células in.flwnat~riaS. lo cual contrasta con lo reportado en el hárnster durante el absceso 

hepático experimental. animal en el que se sugirió que el daño producido en el parénquima 

hepático era. ocasionado probablemente por Ja afluencia y destrucción de neutrófilos 

(Tsutsurni y col., 1984). En estudios hechos por Seydel y col., (1997) sobre las 

interacciones específicas entre los trofozoítos amibianos y el intestino humano se estableció 

el modelo de enfermedad SCID-HU-INT. en el se empleó un injerto de intestino humano en 

ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) y propuso la participación activa 

de las células epiteliales intestinales en la repuesta inmune e inflamatoria del hospedero 

durante la amibinsis intestinal a través de la secreción de una variedad de citocinas como 

IL-IP e IL-8. En 1998 Seydel y Stanley reportaron en un modelo de amibiasis hepática la 

inducción de apoptosis en Jos hepatocitos y células inflamatorias de ratones SCID. sin 

embargo, mediante el uso de ratones C57/BL6 en los que se eliminó el gen que codifica 

para el receptor I del TNF sugirieron que E. histo/ytica induce muene celular sin emplear 

las dos vías comunes de apoptosis que es la del ligando Fas/Fas y la mediada por el TNF-a. 

Actualmente se ha incrementado el uso de los animales transgénicos y nuligénicos o 

.,.k.nockoutº como herramienta útil para el estudio especifico de moléculas efectoras que se 
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piensa pudieran estar participando e~·'.1a inm~nidad i~~~ d~l :rotó~ a" ia iÚnibiasis, ejem~lo 
- . " ;• . , .... '. -. . . 

de ello es el trabajo reaÜZado po":·s~ydel ·y ·c~l.,~·(2000) en·:~(~~at-·_demUest.nlli:'C(papel 

protector del (INF-y) ·Y,~~; '.~,;sl~~" i~d~¿i~l:;~~i¡~¿id;, ~Ú-~~;;,/'~~el ~~~ci:~~ hcpátl;,o 
amibiano en ratones SCID~·:··" ,-. '..\·,- · ~:~~~=~-,;L~'.~~- '~'.~:-.'- .. ~·~?'· :.;:> _:~~~~: º'-~> :,>-~·>:f:o:- ;"-r;,' ':·:~.,>' 

En el dep~;?.to~~ié~fif;~;~f:~Ef~~~~~t.,t~~~~~~~~~S~f~:¡f~~~'.;,};ff ~~~j~'.~~l·.Dr. 
Jesús Calderón_.Tinoé:o;"S~-. tiene·,1a~inquietud "de~COnocer~de que ~rrilinera_~Cl'.'óxidO'nitrico, el 

TNF-a. y el. ~.~~;;.:~~~~~.4~~:;¡-d~;_¡/~~ri~~¡~s d~ ~i~pedir .el e.stab;~;~imiento cÍe E. 

hisro/yrlca e~ ·~t:~t~~.f~~·:·eu¿· -se:. propuso el empleo de ratones ºknockoué', que no 
- ' .- .. -... 

sintetizan NO, ·:¡.~nLa· ·e. IN:F- y, los que se adquirieron en la. casa comercial de Jackson 

Labs. con el parentesco . genético de Ja cepa CS7BL/6. Cepa que no se ha caracterizado 

como modelo para Ja amibiasis pero que se ha incluido en estudios de susceptibilidad a E. 

hisrolytica realizados en hígado (Gold y Kagan, 1978) y en intestino (Ghadirian y 

Kongshavn, 1984)~ en estudios de resistencia,, examinando el efecto de la esplenectomía 

durante la infección intestinal por E. hisro/yrica (Ghadirian y Kongshavn., 1985) y como 

modelo para estudiar las posibles rutas de inducción de a.poptosis durante el absceso 

hepático amibiano (Seydel y Stanley., 1998). Por lo anterior~ se estableció como propósito 

de este estudio el desarrollo de amibiasis intestinal en ratones C57BU6 para conocer el 

comportamiento anntomopatológico de las lesiones y su evolución. 
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OBJETIVO PRINCIPAL 

Conocer la frecuencia y características anatomopatológicas de las lesiones amibianas 

intestinales en ratones de la cepa C57BU6 inoculados con trofozo!tos axénicos de 

Entamoeba histo/ytica HM 1 :IMSS 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

,_. Conocer la evolución de las lesiones. 

,_. Esuiblecer si . existe relación entre el número de ttofozoítos presentes en la luz 

intestinal y' la frecU.encin de lesiones. 

,_. Determinar la influencia del sexo en el desarrollo de la infección. 

MATERIAL Y METODOS 

Cultivo axénico de trofozoitos de Entanroeha /1isto/ytica (cepa HMl:IMSS) 

Los trofozoítos de Ja cepa HM 1 :IMSS de E. histolytica se cultivaron axénicamente sin 

antibiótico en botellas de cultivo de l 62cm2 (Costar. USA)._ en medio BI-S-33 de acuerdo al 

procedimiento de Diamond y col., (1978) suplr!mentado con 15% de suero de bovino 

adulto (SBA) (Biofluids, USA) a 37°C. Una vez en confluencia a las 48h. se incubaron en 

un bailo de agua-hielo durante 10 minutos y se cosecharon por centrifugación a 400g 

durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga Damond, CRU-5000. Los trofozoitos se 

contaron en una cámara de Neubawer (Bñght Line) y se ajustaron a una concentración de 

IOX106 trofozoítos en 500µ1 del mismo medio de cultivo donde se desarrollaron (medio 

condicionado). TESIS CON 
FALLA DE OPJGEN 
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Obtención de medio condicionado y Usado amibiano 

El medio condicionado se obtuvo de la cosecha de un tubo de cultivo de 130xt5mm 

(Bellco) en fase logaríunicll de' 48h ,de .. -:C~6imi.~rit~ a 37•c con medio BI-S-33 

suplementado con 15% de suero dC b~vi~'6 ·~~~l;~,~}1-~~·::~t)~··se incubó en un baño de agua-
, / ::x::::";..~~:~'-··· .. }-,"- . 

hielo durante 10 minutos. se centrifugó a:4oOg·-·d~te;'-S~·minuto·s a·4·c· pol-.·d~canlación 
. _, ~·~;~ .. ·-, ;_:;,'3:<:~.~;_:-.,;~~1~:t'.-: .. " 

suave se nisló el sobrenadante del paquete _ce~':1-l~~'·:;;:·;'·~- - '':'··· .· 
. - - . . . . ·-

Para la obtención de Usado amibiano se realizó· el miSmO ·procedimiento_ descrito para el 

cultivo axénico de trofozoítos, pero a diferencia de que una vez obtenido el paquete celular 

y ajustarlo a la. concentración de 10Xt06 trofozoítos en 500µ1 del mismo medio, éste se 

conservó en tubos estériles de lSml (Falcan) a -20°C por un tiempo aproximado de tres a 

cuatro meses. momento en el cual se planeo arbitrariamente su uso. 

Manutención de los ratones C57BL/6 y grupos de estudio 

Un pie de cría de diez parejas de ratones (lvfus muscu/us musculus) de la cepa C57BL/6 

(Harlan, Lab.) libres de patógenos específicos (SPF) se mantuvieron en aisladores 

gnotobióticos (Micro-ais1ador, Lab Products Inc.) bajo condiciones estériles de alimento 

(purina), cama y agu~ por el tiempo requerido para el abastecimiento de animales. 

Se empleo un total de 124 ratones para la realización de este estudio. divididos de la 

siguiente manera (tabla 2) 
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Tabla 2 Número de animales utilizados por tiempo y grupo de estudio 

Tratamiento de 
Tratamiento de IXI07 trofozoitos lisado amibiano Tratamiento con 

TIEMPOS (h) equivalente a medio 
!j! a 1x101 condicionado• 

trofozoítos• . 

3 6 4 6 6. 

6 6 6 6 ··6 : 
.. :•:. 

12 6 6 6 . ·:·: ··6 . . . . 
24 7 11 6 · ..• 6 : 

.. . · .. : .. · . 

48 6 6 6 .• 6 

TOTAL 31 33 30 30 

• En estos grupos se trabaJO 1nd1st1ntamente el sexo 

Tratamiento antiparasitario 

Hembras y machos de 6 a 7 semanas de edad se les desparasitó por vía oral con una sonda 

esofiigica-Endocal calibre del catéter 16, calibre de la aguja 14, radio opaco y con una 

longitud aproximada de 2.Scm. Se les administro metronidazol (Flagyl MR) a una dosis de 

200mg/Kg de peso durante tres días consecutivos (Smith y col •• 1985). momento a partir 

del cual se dejaron 10 días de reposo más 24h de ayuno previo a la inoculación intrncecal 

de trofozoitos, lisado a.ntibiano y medio condicionado. 

Técnica quirúrgica 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Los animales desparasitados se anestesiaron intrapt:ritonealmente con pentobarbital sódi~o 

(AnestesalMR) a una dosis de 63mg/Kg de peso con una jeringa para insulina con aguja Nº 

29. Con crema depiladora comercial se removió el pelo del abdomen el cual se hum~deció 
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previamente con Antibenzil. S~lj~t~dos en posiciÓn d~: decúbito .do~l en ur:ia. c~illa para 

disección. bajo condiciones de: esterilidad en t.Üla campana'de flujo laminar horizontal y con 

previa asepsia de la regiÓ~ .:~~áo~-iniiJ·;;:.· ~e les réali~·Ó .- una· 1'1Parotomío. en dos planos y 

exposición del ·ciego~--(¡~:~~~:·~~- in-~'é:ularon con una jeringa de insulina 1Xl07 trofozoítos 

resuspendidos en :SOOµl _de medio condicionado. lisado amibiano equivalente a 1XI07 

' . 'L:·,_ .. , 
trofozoítos y ~:e:':fiO·:·condicionado sin amibas. Se suturo en un sólo plano con hilo 

quinirgico Dermalon 4-0. 

Euranasia y toma de rejido 

A los tiempos de J. 6. 12., 24 y 48h después de la inoculación intracecal de los dif'erentes 

tratamientos., se realizó la eutanasia de los animales con cloroformo inhalado en un 

desecador. Para la remoción del ciego se cortó por la unión ileocecal y se abrió 

longitudinalmente para eliminar el material luminal cecal con agitación suave en 6ml de 

PBS a 37ªC. lo cual se utilizó posteriormente para conocer la carga parasitaria del intestino. 

Las piezas de tejido se sujetaron con agujas en placas de cera dental y se fijaron con 

fonnalina wnortiguada al 1 0% durante 48h. tiempo después del cual se pasaron a etanol al 

70% hasta su inclusión en parafina. 

Con Ja finalidad de cuantificar el número de trotOzoitos viables presentes en la luz 

intestinal. se removió el contenido cecal con 6ml de PBS previamente calentado a 37ºC. La 

suspensión entera se depositó en tubos Falcan de l Sml y se centrifugo a 400g durante 5 

minutos a temperatura ambiente en una centrifuga Drunond. CRU-5000. El paquete se 
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resuspendio en lml de sobrenadante y se cuantificaron los trofozoítos en una cámara de 

Ncubawer. 

Prepar..tción de tejidos para el análisis histológico 

Los t_ejidos se deshi~taron.en aJcoholes graduados al 70%. 96%. absolu&o. xilol-alcohol 

1 :2 y xilot. se incluyeron en parafina y se tomaron secciones de 5 micras para tinción con 

hematoxilina y eosina (H&E) e inmunohistoquimica para E. histolytica. 

Análisis estadístico 

Se analizo la frecuencia de los animales infectados a los diferentes tiempos. sexos y 

tratamientos y la frecuencia de lesiones desarrolladas en cada ratón con el número de 

trofozoítos recuperados del contenido cecal mediante la prueba de chi-cuadrada en el 

paquete estadístico STA TA 6.0 (Stata Corporation, USA). 

Localización inmunohistoquintica de trofozoitos de E. histolytica 

Para desparafinar los tejidos recuperados de animales inoculados con trofozoitos. se les 

dejó lh a SSºC previo a un baño con xilol (J.T.Baker) durante 10 minutos. Se inhibieron las 

peroxidnsas endógenas con solución de metanol tOO%-H202al 3% durante 20 minutos y se 

hidrataron los cortes por medio de alcoholes gradundos que fue absoluto. 96o/o9 80%. 70% y 

agua destilada. Se bloqueó con albúmina (Sigma) al 1 % en PBS-Tween durante 30 minutos 

y se incubó con inrnunoglobulinas (lg) precipitadas de un suero humano con absceso 

hepático amibiano a una dilución t :20 en PBS al 1 o/o durante 1 ha temperatura wnbiente. Se 

realizaron lavados exhaustivos con PBS-Tween y se incubó IgG1 de caballo anti-humano 

peroxidado (Becton) a una dilución de 1 :30 en PBS durante lh a temperatura mnbiente. Se 
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reveló con Diaminobenzidina (Sigma) .. ~JOmglSOml en agua destilada- Y. peróxido de 

hidrógeno (H202) al 30% y se realizó una Coritratinci9n con· hematoxilina de la forma 

acostumbrada. Se manejo un control del segundo anticue~o peroxidado. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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RESULTADOS 

ASPECTO MACROSCOP/CO Y E.lCAMEN EN FRESCO 

El aspecto macroscópico de los ciegos mostró tamaño y consistencia. normales en tod~s tos 

tiempos después de la inoculación con trofozoitos. lisado amibiano y medio·.~ondicionado 

aún a la observación bajo el microscopio estereoscópico. 

El examen en fresco del contenido cecal en campo claro de los tres tratamientos mostró una 

consistencia que varió de semiliquida a sólida. en algunos casos abundante y en ocasiones 

escaso; el grupo inoculado con trofozoítos prese"!tó además trofozoitos móviles a los 

tiempos de 3~ 6 y 12h (Tabla 4). La media muestral del número de trofozoitos recuperados 

del contenido cecal fue similar en ambos sexos, sin diferencias estadísticas significativas. 

Al tiempo de 3h el número de trofozoCtos recuperados en hembras fue de 9.7XIO'. en 

machos no fue cuantificado; a las 6h en hembras se recuperaron 3.3XIO' y en machos 

S.SX104
; a las 12h el número de trofozoitos en hembras fue de 9.SX104 y en machos de 

7X l 0 4
, en los tiempos posteriores el número de trofozoitos fue escaso e incluso ausente. 

Este descenso en el tiempo se dio de igual modo en los porcentajes de frecuencia de lesión 

obtenidos con trofozoítos. sin embargo. no fueron precisamente los animales con mayor 

número de trofozoítos en su contenido cecal los que desanollaron una mayor frecuencia de 

lesión. El resultado de esta asociación no pudo ser comprobado estadística.atente por las 

diferencias encontradas en el número de lesiones desarrolladas y el número relativrunente 

pequeño de animales utilizados. 

11l$~ CON 
FALLA DZ O.RIGEN 
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,~IICROSCOPIA DE LUZ 

La frecuencia total de lesiones eÍl hembras inoculadas con trofozoítos fue· de 29% y en 
' - . .. 

machos de 27%. La frecuencia.tOta1-\de._Cs.la·ce~a·considerando-~bos'S~Xo·~ fue:-de.'2s% y 

por tiempos fue de 60% a tas:3~;-i:~-~-:~. ¡~~h. 16%'a las 12h. momeii:~~ a':·~~-¡~··d~t cual 

decreció abruptamente; 11.% á··}~-.24h ·y .-8% ·a las 48h. El porcentaje tOUlt de .. leSi~nes con 
'. . - . :, .: ' , : :·· ~ 

Jos tratamientos de Üsad~.-~ibf~Q':y:~edio condicionado fue de 16 (S/30) para ambos 
. · __ --~-'.·.;;:, ., 

casos. con diferencias '.~d~··:- _Po~-~:n~je por tiempo que no resultaron significativas 

estndisticamentC (Tablas· S_ ~ _ 6), 

Los tejidos obtenidos de h~~bras y 'machos inoculados con trofozoítos mostraron lesiones 

semejantes en todos los·tié,~~~; B~nque se observaron pequei'las diferencias en relación a 

la extensión y a la f~~tiC.i·léi~ dé lesión. sin embargo. no fueron estadísticamente 

significativas. razón p~r:¡-~:~~·-Se usó indistintamente el sexo en los animales inoculados 
' . ,,.: .';·:·- -

con lisado am.ibialio-Y·_med~o-condicionado. A las 3h el grupo inoculado con trofozoitos 

presentó pérdida def- epit~lio superficial con abundantes trofozoítos en la luz.. o bien 

penetrando en la mucosa que fue parcialmente destruida. con escaso y en ocasiones 

abundante infiltrado inflamatorio principalmente de tipo agudo en la lámina propia y 

submucosa. El grupo inoculado con lisado wnibiano presentó a este tiempo una frecuencia 

de lesión de 16% ( 1/6). con pérdida del epitelio superficial e infiltrado focal de neutrófilos 

en mucosa; el grupo inoculado con medio condicionado no produjo lesión (Fig. 2) 

A las 6h posinoculación con trofozoitos se observaron algunas veces trofozoitos con 

células inflamatorias. el infiltrado inflamatorio fue moderado en mucosa y submucosa y 

esta última presentó edema en ocasiones. Los grupos inoculados con lisado amibiano y 

medio condicionado desarrollaron a este tiempo lesiones semejantes con frecuencias de 33 
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y 50% (213 y 3/6) respectivamenie,·'con ·pérdida de la mucosa y escaso infiltrado 

inflamatorio en mucosa y subinucosa (Fig.3)' ·· 

A las 12h posinoculación co~trofo;;,°,\t~~,n~se}~~nti~c';"on trofozoltos en el tejido, aunque 
. ~ - .·,,'. ," ·_,_ .. :_· ~. ·:,·,; : •",'.' -.. ' ,._, '.-~- ;, .. : . -;-·· 

en algunos en.sos se observaron en· la' luz.del· intestino.: Aparecieron signos de regeneración 
.-::_-·- ... >.<·:: :::·.::·:~; -~fi·>(:_,}:~;;~!'.'>.;.>=·~:>_:_:; ·.·· •\ -.-

en algunas áreas del tejido, como_ el ·epitelio_ sUpCrficin.1 aplanado, disminución en el número 

de criptas y mucosa adet~~za:d~'-~d~'rJ:i~~d~f~~-{~;~O~ .. ~~n úlceras estrechas. Lo~ grupos de 
·"' ·• ;:~1 ,',." ,· 

lisado amibiano ~ medio ~énldi~i~~?d0r.d·C~oll~on a este tiempo una frecuencia de lesión 

de 16% (1/6)9 con pérdida del_ epitelio superficial e infiltrado moderado en mucosa y 

submucosa (Fig. 5) 

A las 24 (Fig. 6) y 48h (Fig. 7) se observaron úlceras con o sin trofozoítos9 con edema 

intenso en submucosa-y abundante infiltrado compuesto principalmente de neutrófilos y 

escnsos mononucleares9 que afectó mucosa. submucosa y muscular propi~ además9 úlceras 

epitelizadas con disminución en el número y tamaño de las criptas las cuales en ocasiones 

presentaron basofilia, núcleos apoptoticos, escaso infiltrado inflamatorio y disminución en 

Ja secreción de moco. A las 24h el grupo inoculado con lisado arnibiano presentó una 

frecuencia de lesión de 16% (1/6), con una úlcera de apariencia similar a la desarrollada 

con trofozoitos. El grupo de medio condicionado a este tiempo no mostró lesión. A las 48h 

el grupo de lisado amibiano no desarrolló lesión y el de medio condicionado presentó una 

frecuencia de lesión de 16% (1/6), con pérdida de la mucosa y abundante infiltrado celular. 

Cabe mencionar que los animales inoculados con lisado aJTiibiano y medio condicionado 

mostraron además en algunos casos edema generalizado en submucosa y focos de infiltrado 

de neuttófilos y escasos mononucleares a nivel de submucosa. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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IN,UUNOHISTOQUIJl-rIC4 

Cortes histológicos de ciegos obtenidos a las , 6h posinoculación con trofozoítos se 
, , 

incubaron con IgG de súero de. pac~~n.~es·. con· absCeso hepático amibiano. l.os resultados 

mostraron la presencia·d~-.ir".'f~~~í~Ci~-~y-~1 rCCo-r:ioci~iento·~e rastros· de amibas unidos al 

moco, pero no a otras est~1~u:l~-{Fig:.:-4)\_'_ .. 

ANALISIS ESTADISTICO ,, 
-: ·;:,· _, 

La frecuencia_ de lesÍ~n·~~-~::~r.~ tiempo entre ambos sexos en· el grupo inoculado con 

trofozo!tos mostró una P<0.05, de la misma manera que la asociación entre trntamientos a 

todos los tiempos, lo cual ·significa que las diferencias no fueron significativas entre los 

grupos y que los tres tratamientos aparentemente tienen la misma capacidad para producir 

lesión, a pesar de las frecuencias observadas. 

'tESlS CON 
FALLA D"E. ORlGKN 
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TABLA3 

FRECUENCIA DE LESIONES EN RELACIONAL SEXO V AL TIEMPO DE 
INOCULACION CON TROFOZOITOS 

TIEMPO DE FRECUENCIA DE TOTAL 
INFECCION (h) LESIONES 

º ~ 
3 416 214 6110 (60%) 

6 316 4/6 7/12 (58%) 

12 1/6 116 2112 (16%) 

24 017 2111 2118 (11%) 

48 1/6 016 1112 (So/o) 

9/31 (29%) 9/33 (27%) 18/64(28%) 

TABLA4 

TROFOZOITOS RECUPERADOS DEL CONTENIDO CECAL EN HEMBRAS Y 
MACHOS 

TIEMPO DE NUMERO DE TROFOZOITOS EN 
INFECCION (h) CONTENIDO CECAL 

º ~ 
3 9.7Xl0' NC 

6 3.3Xl0' 5.5xl0' 

12 9.5Xl0" 7xl0" 

24 o o 

48 o o 

\ TESIS CON \ 
NC = no se cuantificaron FALLA DE ORIGEN O "'* no se observaron 
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TABLAS 

FRECUENCIA DE LESIONES EN ANIMALES INOCULADOS CON LISADO 
AMI DI ANO 

TIEMPO DE INFECCION (h) FRECUENCIA DE 
LESIONES 

3 116 (16%) 

6 216 (33%) 

12 116 (16%) 

24 116 (16%) 

48 016 (0%) 

TOTAL 5/30 (16%) 

TABLA6 

FRECUENCIA DE LESIONES EN ANIMALES INOCULADOS CON MEDIO 
CONDICIONADO 

FRECUENCIA DE 
TIEMPO DE INFECCION Chl LESIONES 

3 016 (0%) 

6 3/6 (50%) 

12 116 (16%) 

24 016 (0%) 

48 116 (16%) 

TOTAL 5/30 (16%) 

\ TESlS CON _\ 
.,., ~ T T." 'f\':_ (IQ1('!,li'.N 
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Fig. 1 Mucosa normal de colon (m) con criptas rectas tapizadas por 
células caliciformes: entre las criptas (flecha) se observan escasos 
linfocitos: submucosa (s) con tejido fibroso laxo y capa muscular 
propia (mu). H&E 200X 

TESIS CON 
FALLA D.f-: ORIGEN 
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Flg. 2 Ratón a las 3h posinoculación. a) Macho con trofozoltos: 
úlcera en mucosa con infiltrado abundante de neutrófilos en mucosa 
y submucosa (flecha). Se observan abundantes trofozoitos (T). H&E 
200X b) Hembra con trofozoitos: úlcera superficial con necrosis y 
escaso infiltrado inflamél&:orio en submucosa (flecha). Se observan 
algunos trofozoítos (T). H&E 200X e) Con lisado amibiano: úlcera 
superficial con escaso infiltrado de neutrófilos en mucosa (flecha). 
H&E 400X d) Con medio condicionado: tejido sano. H&E 400X 
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Fig. 3 Ratón a las 6h posinoculación. a) Hembra con trofozoltos: hay pérdida de la 
mucosa con numerosos trofozoitos (T) e infiltración moderada de neutrófilos (flecha) 
entre los trofozoítos y en la submucosa. La submucosa muestra edema (e). H&E 400X 
b) Macho con trofozoitos: se observa una úlcera con gran cantidad de trofozoltos (T). 
edema leve en submucosa e infiltración de neutrófilas en mucosa y submucosa (flecha). 
H&E 200X e) Con medio condicionado: hay pérdida del epitelio superficial e infiltrado 
celular en mucosa (flecha). H&E 400X d) Ulcera presente en el tejido de una hembra 
inoculada con trofozoitos: presenta intenso infiltrado inflamatorio en mucosa y 
submucosa (flecha). No hay trofozoltos. H&E 200X e) Macho con trofozoltos: se 
observa infiltrado compuesto principalmente por PMN (flecha) en mucosa y submucosa 
y trofozoitos con fagocitosis de eritrocitos (T). H&E 800X f) Con lisado amibiano: Se 
observa pérdida del epitelio superficial e infiltrado moderado de neutrófilos en mucosa y 
submucosa (flecha). H&E 400X 
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Flg. 4 Macho a las 6h posinoculación. a) Localización 
inmunohistoqulmica de trofozoltos (T) de Entamoeba histolytica 
marcados intensamente con lgG de suero de pacientes con absceso 
hepático amibiano. 400X b) Testigo del segundo anticuerpo. Se 
observa infiltrado inflamatorio (flecha). 400X 
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Fig. 5 Ratón a las 12h posinoculación. a) Hembra inoculada con 
trofozoftos: úlcera epitelizada cubierta por epitelio aplanado (punta), con 
infiltrado leve en subucosa (flecha) y disminución en el número y tamano 
de fas criptas. H&E 200X b) Macho con trofozoftos: úlcera con escaso 
infiltrado inflamatorio en mucosa (flecha). H&E 400X e) Con lisado 
amibiano: pérdida del epitelio superficial con escaso infiltrado hasta la 
capa muscular externa (flecha). H&E 400X d) Con medio condicionado: 
pérdida del epitelio superficial con escaso infiltrado de neutrófilos en 
mucosa y submucosa (flecha). H&E 200X 
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Fig. 6 Ratón a las 24h posinoculación. a) Macho con trofozoitos: úlcera 
con escaso infiltrado en mucosa. Se observan trofozoítos {T). H&E 
400X b) Macho con trofozoitos: úlcera sin trofozoitos; hay numerosos 
neutrófiios en la submucosa (flecha}. H&E 200X e) Con lisado 
amibiano: úlcera con infiltrado de PMN principalmente en mucosa 
(flecha}. H&E 200X d) Con medio condicionado: tejido sano. H&E 200X 

TESIS CON 
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Flg. 7 A las 48h. a) Hembra inoculada con trofozoltos: tejido sano. H&E 
400X b) Hembra inoculada con trofozoltos: se observa abundante infiltrado 
celular principalmente de PMN con escasos mononucleares en todas las 
capas del intestino (flecha) y edema intenso en submucosa (e). H&E 200X e) 
Macho inoculado con medio condicionado: se presenta úlcera con infiltrado 
de PMN en todas las capas. H&E 400X 
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DISCUSION 

En el estudio de la amibiasis intestinal experimental in vivo se ha observado que son varios 

los factores que deben ser considerados para ent.ender el comportamiento. dé los modelos 

animales. Estudios previos han revela~o que. la ~8.paCidad de lo~- m?~el~--~ Paf.t_d~s~ollar la 

enfermedad depende, entre otros Iactores,.-d~ l~--.~i~_l_~·.;~-¡~'~.d~~·~ P~~¡t¡,/·1~Yc~·p;:i 'Wriibiana 

;~:~:e:a,::é:~c::~cil:n::::j: •: c~::i::~::snl:~±:~i~;1~;,f ii'.tHt:t~~t ·::e:~: 
manera. la frecuencia y el grado de lesión . desárron:d·~~~-~~t"'.~~:_«·'~·o-det_¡;; pueden ser 

. . .- .. _.,, .. < ·-·<·-:;"· .... . . 
característicos de ciertas circunstancias. Por otra. pnrte,:·_Vari9~\~i:ít~ré~··han· considerado la 

escala de Neal propuesta desde 1951. para caracterizar el .d'?sarrollo de la amibiasis 

intestinal en los modelos animales. Debido a que todas las lesiones encontradas en este 

estudio fueron similares, tomamos como criterio de evaluación de la intensidad de éstas, la. 

pérdida. del epitelio superficial. la pérdida parcial o total de la mucosa con necrosis e 

inflamación y con o sin trofozoítos en el sitio de la lesión. En todos Jos casos hubo lesiones 

ulceradas agudas .. confinadas a la mucosa.. con rea.cción inflrunatoria de intensidad variable, 

compuesta principalmente por polimorfonucleares, que afectaban algunas o todas las capas 

del intestino. La lesión más aguda y más frecuente se observó a las 3 y 6h después de la 

inoculación con trofozoítos e infiltrado inflamatorio; a partir de las 12h aparecieron signos 

de regeneración de la mucosa. 

En general, la lesión más comúnmente reponada en los estudios de amibiasis experimental 

ha sido la úlcera (Ghadirian y Kongshavn, 198 .. ; Owen, 1985; Ghosb y col., 1994; 

Rivero-Nava y col., 1997), seguida en frecuencia del ameboma (Ghosh y col .• 1994) y el 

granuloma (Rivero-Nava y col., 1997). En este estudio. las características de las lesiones 

desarrolladas sugieren un modelo agudo de enfermedad que procede en cono tiempo a la 
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regeneración y en contraste con-otros'autores.(Ghudirian y Kongshavn, 1984; Houpt y 

col., 2002) no evoluciona a la cronicidad; :debido probablemente a la cepa amibiana 

utilizada y a las condiciones bajo las· cuales fue It:tantenida.. ya que a pesar de que se 

desconoce aún el papel de las bacterias en la'.·pat~Se.ltia·de·1as amibas, la mayoría de los 

modelos crónicos de enfermedad repo11:3dos er:nP:le~~:~~~~ .~ibianas crecidas con cultivos 

La frecuencia total de lesión obtenida fue de 28%, eq'uivalente a 18 animales infectados de 

un total de 64 ratones. Otros estudios realizados en esta cepa han reportado un porcentaje 

de lesión de 12.S (2116) en ratones inoculados por vía intra.hepática con 1XI05 y 1Xt06 

trofozohos de las cepas HMI y HK-9 axénicns y HMlS y HM19 cultivadas con Bacteroides 

symbiosus y sacrificados 3 a 7 días después de la inoculación (Gold y Kagan, 1978). 

Seydcl y Stanley (1998) reportaron una frecuencia de lesión de 22±5% a las 48h 

posinoculación intrahepática de 1Xt06 trofozoítos a.xénicos HMl:IMSS y en un estudio 

reciente hecho por Houpt y col., (2002) se sef\ala una frecuencia de lesión de 15% (4127) 

en hembras de seis semanas inoculadas por vía intracecal con 1Xt07 trofozoitos xénicos 

HM 1 :IMSS a tiempos mayores de una semana. Aparentemente Jos modelos agudos de 

infección reportados en estos estudios muestran porcentajes mayores de frecuencia de 

lesión que tos descritos para los modelos crónicos de enfennedad y además estos últimos 

coinciden en el uso de cepas amibianas asociadas a bacterias. 

La preferencia por el uso de los machos surge desde el inicio del desarrollo de los modelos 

amibianos in vivo, sin embargo. las hembras también han sido utilizadas por algunos 

autores (Lushbaugh y col., 1978; Ghadirian y Meerovitch. 1979; Stern y cols •• 1984; 

Rivcro-Nava y col., 1997; Velaizquez y col., 1998). Estudios que tratan la influencia del 

sexo en la amibiasis invasora del hígado en seres humanos (González-Montesinos y col., 
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1971) y estudios serológicos "realiz:a.dos en müestraS procedCnt~S' del '·B~~O-Nacional de 
> •• \ • 

Suero (Caballero-Salcedo y. col .. 7 1994) ·rCVel~ ·que ··~xiSte un~· relacióO en~~e· las hormonas 

sexuales femeninas y In· r~sp~~~f i~~~,;~i,:.~:ª~~~fa~'..~~;i~;,~;~i~isi~ .. ~s.~bido 
que existe una cercana relación entre:hormonas·;·sexllales·.y~el/.sistemB;inmU.né,:,-10.c"uat es 

imponante porqúe • •·1~··•·.~\,~~~~·'.:~{g~f~~f.·,;fu;~t:~i~~R~~lrJ[~:~f ~r~~:,~~~:·~S~f~ez . y 
migración de los· linfocito's, que· son dC .Vital' im¡:)oriiiílciR·ei(téi-miriOS 'de' c8p8.cid8d inmUne. 

·... . '" J\~'." .• ' .. , •· - .. ' - - -1" , .. ___ . ,. :., ... ,. - ·- ' 

Se conoce que el prinCiPal bÚU1Co ·de·_, ñ«?~ió~·-dC ci~ ·ti·c;~O~a'.;; ~-~x~~s son. los'" linfocitos y 

af"ectan su habilidad para. in te~~~- con.: -~tras ~~lulas, su función como· productores de 

factores inmunoreguladores y la expresión de antígenos de superficie. Las hormonas 

sexuales modulan además el curso de las enfermedades autoinmunes, actuando en múltiples 

células y sistemas e influyendo en una respuesta inmune supresora o activadora 

dependiendo del lugar donde actúan (Ansar-Ahmed y col .. 7 1985). Así, se sabe que los 

estrógenos estimulan el sistema fagocítico mononuclenr, resultando en una mejor respuesta 

inmune humoral y celular contra la amiba y limitando la invasión del organismo por el 

parásito. Se cree que esto puede explicar en parte el hecho de que la amibiasis invasora en 

el hígado, pero no en el colon, sea más frecuente en hombres que en mujeres (Caballero-

Salcedo y col .. 7 1994). Por otro lado, la frecuencia total de lesión obtenida en nuestro 

estudio con la inoculación de trofozoftos fue de 29% (9/31) en hembras y de 27% (9/33) en 

machos. El análisis estadístico de estos porcentajes no mostró diferencias significativas 

entre aJTibos sexos y el resultado histológico demostró también semejanza de las lesiones, 

caracterizadas por ser superficiales, con pérdida de Ja mucosa y focales en su mayori8.y por 

lo que decidimos utilizar indistintrunente el sexo en los tratamientos de lisa.do am¡b¡ano y 

medio condicionado; sin embargo, el balance hormonal en las hembras puede variar 

durante el ciclo estral y a lo largo de toda su vida, proveyendo quizá al hospedero de 
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mecanismos inespecíficos de defensa contra. ilgent~s infeccic;sos., o dCshábilitándolo de una . - . . ~ 

respuesta inmune compet~~te, co~~ e~ el 'caso c:Iel ~n~~~e:":~o _eri Ja -~º~~idad causada por 

Por otra parte.,_ -~---~~rCio d~~.::72%~ de·:1os -.~rr1a(CS_.·~~~--:~o-~-~~,U~o-~. 1.;sionf:s en nuestro 

estudio presentó· s.ignos.-dC_';~genera~i-órl ~~l ·t~jid~ Y ~~.,~~~·~;·~;~~
2

;~~~nes en su morfología 
' : _. . '.: '<; • -: .,; • : ·~. • ' . : - • ·. o· • ;_ • .. 

como zonas con infiltrado inflamatorio en mucosa y submucoSa.,-edema focal, congestión y 
~'-' ' ' 

núcleos. apoJ,totié·~~ .. ,- ~¡,nside~os que estos cambios se debieron probablemente a la 

presencia. -~e íilc~ra.s vec~as ya que el epitelio superficial y en general toda la mucosa 

estaban conseryados. Como signos de regeneración presentes a las 12h .. momento a partir 

del cual la' frecuencia de lesión disminuyó abruptamente y las lesiones evolucionaron a la 

remisión, se encontró la mucosa adelgazada.. el epitelio superficial aplanado, disminución 

en el número de criptas. basofitia citoplásmica. figuras mitóticas. fibrosis e infiltrado 

inflamatorio en submucosa. Cambios que en la mayoría de los casos se observaron de 

manera focal en sitios reconocidos como úlceras epitetizadas o en proceso de epitelización. 

Otros estudios en modelos crónicos de enfennednd como el de Cbadee y Meerovitch 

(198Sb) realizado en gerbos inoculados intra.cecalmente con trofozoítos monoxénicos de E. 

hisrolyrica, reportaron regeneración glandular e interglnndular de los tejidos epiteliales a los 

60 días después de la inoculación con migración de las células epiteliales .. intenso infiltrado 

de neutrófilos en lámina propia.. mitosis en criptas y en el epitelio. infiltración de 

fibroblastos en lámina propia y ausencia de células caliciformes. Gbo5h y col ... (1994) 

mencionaron regeneración de la mucosa ulcerada a panir del décimo día posinoculación 

intracecal de trofozoitos monoxénicos de E. hisrolyrica en ratones C3H/HeJ. que 

caracterizaron como una organización papilar de las glándulas o como pequeñas glándulas 
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redondeadas y amontonadas; observaron hiperplasia ·de Jos' folículos linfoides de la 

submucosa y fibrogénesis en la: veCindad de las úlceras runibianas. al . comienzo de su 

progresión. RiverO-·N ~v~ ·y ·..;~Í~~- (i997) · eri~ontraron regenera~ión' de las c"a~as épiteliales a 
• ;'• ,.·,. -'-.:'....•'...,,'>' ,'• •• •' • •• >•e' •: -

las 48h posinoculació~:)~~-~·~~-~ ~-.d~'.~ibas axénicas en ratO~Cs· .B_A~~·(~~ ..... ~~-cual se 

caracterizó .por·. b¡;s~f""1Íi;·~~jl~.PJ~i~ .reducción..del moco ep.iiCJial-:4l~~¡:¡~tc;~ d¿ ·Ja mil:osis y 
·<·.- ~>~ ..... ,,., ___ .;.·,·' . . · ... ·.:··,,:.•:: ... ·.~·:. 

: : .. •-. . . : . . " ' ' 

que ta cePa cs1aLJ6 además .de presentar una frecu~ncia ct~ tesiÓn mCno~ que la de otras 

cepas muestra una evolución de las lesiones más rápida a la curación. 

La cuantificación de trofozoftos en el contenido cecal ha sido en el estudio de la wnibiasis 

intestinal una herrn.rnienta útil e incluso un parámetro para caracterizar la infección 

(Ghadirian y Kongsbavn, 1984; Ghadirian y Kongshavn, 1985; Rivero-Nava y col., 

1997); para dicho fin se han empleado diferentes metodologías, nosotros disolvimos el 

contenido cecal en 6ml de amortiguador de fosfatos (PBS) previamente calentado a 37ºC y 

lo centrifugwnos durante 5 minutos a 400g; resuspendimos el paquete en lml del 

sobrenadante y cuantificarnos en una cámara de Neubawer. Los resultados que obtuvimos 

nos muestran que los trofozo[tos disminuyen con el tiempo, de la misma manera como 

ocurre con la frecuencia de lesión y que a partir de las 12h hay un número escaso o incluso 

ausente de trofozoitos en el contenido cecal. Nuestros resultados difieren con lo propuesto 

por Ghadirian y Kongshavn (1984) para esta cepa. a la cual definen como susceptible 

debido a que el nWnero de trofozoitos encontrados en el ciego aumenta con el tiempo e 

incluso permanece en niveles altos hasta el día veinticinco. momento a panir del cual 

decrece gradualmente, sin embargo. coinciden en parte con lo recientemente propuesto por 

Houpt y col • ., (2002) quienes describen que la cepa C57BL/6 con una frecuencia de 1si:% de 

lesión ( 4/27). posee una resistencia innata al reto intestinal con trofozoitos de E. hisrolytica, 
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. . - - . --
logra establecer un modelo .. crónico· de ·enfermedad sel!lejante: al c.Iesarrollado en la cepa 

CJH/HeJ~ ~un-qué;. ~l ~.~r~P~~ú~"/~~-'_'~~~~·~~--'~·'. .. ~~--:~-i~-~~~~~:ri _,-~~~~~,:~1.-:- n~~~~:· .de trofozoítos 

presentes en el· ~onte~Í~~~~~~~~;:·;~º-~-;~\~ ~ ¡~~~:~~~~-¡~'..:'.~~·: -~~~-i~~~· .. ·.d~swTonad~ no pudo ser 

llevado a cabO,.- ·e~.·: _i·~~Ó~¡~-+.-~-~~~i~~~-~-::-~~-~;·:'.:·ri~~.-fu~ro"~-~:·pri:cisamente Jos animales 

infectados los que ~~¡;,;,;~ Í..:S ;¡¡:;;,; ~~;~~,~-~:~~~d~~lt~~ en el contenido cecal, esto es, 

que a pesar de que lD. ~ayer carga pa'.r'.asÚ~B"_C~iC::~ri-b-a.da-~;;,incide con los tiempos en los 
. " .. _·:-·': .. ::. ,--,<-_;::: -

cuales se obtuvieron los porcentajes más altos de frCcuencia de lesión, no todos los ratones 
;:···-·,_ :,; '·-

que tuvieron una carga parasitaria elevada des.llJ:TOJlaron lesión. Por su parte, Rivero-Nava 

y col • ., (1997} reportaron que en ratones BA~B/c_IC?s tiempos en los que se desarrollan los 

porcentajes más altos de lesión, no son a los que se recuperan las cargas parasitarias más 

altas. y Ghudirian y Kongshavn (1984) comO ya se había dicho, reportan que en la cepa 

CS7BL/6 la carga parasitaria del ciego se incr~menta de tres a cuatro semanas antes de 

declinar gradualmente, mientras que en la cepa A/J los parásitos nunca son vistos. Estos 

resultados nos confirman que Ja resistencia de cada organismo contra agentes infecciosos 

depende en gran parte de sus mecanismos inespecíficos de defensa. 

Algunos autores sustentan que se requiere necesarirunente del contacto fisico de los 

trofozoítos para producir lesión en las células blanco, es por ello que a través del lisado 

amibiano y el medio condicionado nos interesantos en conocer que acción lítica podían 

tener proteasas liberadas al medio sin Ja unión previa de lectinas. En los animales 

inoculados con Jisado amibiano y medio condicionado se observó una frecuencia de lesión 

de 16% (5/30) en ambos trataznientos y el desarrollo de úlceras estrechas de características 

semejantes a las descritas anteriormente._ esto es. con pérdida del epitelio superficial. edema 

en submucosa e infiltrado inflwnatorio en mucosa y submucosa compuesto principalmente 
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de neutrófilos. Cabe mencionar ciue a PeSaf: del ;8~ ·,j~ -frecu~ncia d_e:" ICsiÓ~' dCsarrollado en 

el grupo inoculado de trofozoítos,. el-· análisiS esiadísticO·· dC tOdos · los· grupos· no mostró 

diferencins significativas ent;~· 10~ ·.traí~Í~Ot~~::~··~~~~'<·~:~~Í~re· qu~-·~o~os 'ti~~~n · J~ misma 
. - - ~,/• ···". ·- ·!··::::;_'.: 1 •• 

capacidad para producir.lesión~ El.ré~~lm:~~--~i~-~~ióSi~~;~~·-c;bs~Íe varió erÍ la extensión de 

las lesiones y en la intensid~d. -d~t"'·i~l~~~ celular, lo que nos lleva a pensar que 

posiblemente los trofozoítos se val~n· de diferentes mecanismos de acción para causar 

lesión en los diferentes tratamientos además de la adhesión, como es la inserción de canales 

derivados del parásito en las célulns del hospedero (Lynch y col., 1982) o la liberación de 

sustancias tóxicas secretadas por la. wniba (Lushbaugh y col., 1979, López--Revilla y 

Fernándcz 1980,, Feingol y col., 1985). Comparando la respuesta que la cepa CS7BU6 

desarrolló en este estudio con Ja reportada por otros autores, concluimos que es un modelo 

agudo resistente a la arnibiasis intestinal, con bajos porcentajes de frecuencia de lesión que 

evolucionan a la curación, pero que tiene además posibilidades de desarrollar condiciones 

crónicas de enf"ennedad, esto tal vez asociado con la edad de Jos animales o con el uso de 

cepas amibianas crecidas en cultivos bacterianos. 

i,. ·-TESIS ·coN 
l_FAL~P~IiE ORIGEN 

Estudio del deserrollo de /e emlb/esis intestinel en e/ retón C57BL/8 43 



Conclusiones y perspectivas 

CONCLUSIONES 

> La cepa C57BL/6 es un modelo agudo resistente a la runibiasis intestinal 

> Las lesiones se confinan a nivel de la mucosa con infiltración moderada a intensa 

principalmente de neutrófilos 

> El sexo no influye en el ~e~llo de la infección 

> En los ratones C57BL/6 la frecuencia de lesiones amibianas y el tiempo de 

evolución de éstas fueron menores que las observadas en otras cepas 

PERSPECTIVAS 

> Comparar el desarrollo de lesiones amibianas intestinales en ratones CS7BL/6 

disminuidos de neutrófilos con respecto a ratones normales de la misma cepa 

.> Caracterizar el desarrollo de lesiones hepáticas amibianas en este modelo 

> Estudiar el papel que desempellan el NO. el TNF y el INF-y en el desarrollo de 

lesiones hepáticas e intestinales producidas por E. histo/ytica en ratones 

... k.nockout.. para éstas moléculas. asf como en ratones disminuidos de 

neutrófilos con parentesco genético en la cepa ºknockouf"' CS7BL/6 
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Anexo 

ANEXO 

Características de la cepa CS7BU6 

El C57BU6 es ampliamente usado como nntecedente genético de ratones mutantes y 

trnnsgénicos y es popular en investigaciones con aplicación en oncología. inmunología y 

toxicología. Lns hembras son longevas y buenas, criadoras .. Tienen baja susceptibilidad a 

tumores y pocas caracterizaciones desfavorab_les. son_ utilizadas para producir Jos híbridos 

B6C3FI y B602Ft. 

Color de pelo: Negro 

Loci del color de pelo:~ B ... c. D. 

Otros Loci: Car-2ª. Ce-2ª. Cs~l·~. ES~]~.,'ES-j~;·:Es.::10-•. GPct-1•. Gpi-lb. a·~sb .. -Hba• .. Hbb9 • He'. 

ldh-1 ª. Lv•. Lyb-2". Ly-1 •. L;-2•. Ly-3~.:: Mod.-1 •,·Mu~ 1 •• Pep-3ª, Pgm-1 ª. Tri". Thy-1 •. Tiaº, 

H-20•, H-2K". 

Origen: Little en 1921 cruzó una J:iembra 57 con un macho 52. Esta cruza dio Jugar a dos 

cepas .. Ja CS7L y la C57BR. La hembra 58 cruzada con el mismo macho dio Jugar a Ja cepa 

C58. La C57BL es probablemente la cepa más ampliamente utiliznda de entre todas las cepas 

homocigotas. En contraste a otras 36 cepas homocigotas estándar. esta lleva un cromosoma V 

de origen klus musculus Asiático. y un elemento LINE-1 derivado de Mus sprelus. el cuál 

sugiere que en un porcentaje mayor a 6.5 el genoma podría tener este origen. Una prueba 

designada 86-38 para la región pseudoautosomal del cromosoma X y V tiene un patrón 

característico Pst 1 del tamai\o de fragmento que esta únicamente presente en las cepas de la 

familia CS7BL. 
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Fig.8 Gráfica de crecimiento de la cepa C57BL/6 

Anatomía comparada del ciego del humano y del ratón 

El ciego en el ser humano es un pequeño saco cerrado por un extremo 9 que se encuentra 

colgado de la unión ileocecal pero fijo a la pared abdominal posteÍ"ior en el cuadrante 

inferior derecho del abdomen. Con estructura idéntica a la del colon 9 posee un epitelio 

superficial formado por células cilíndricas altas con vellosidades y pliegues esca.sos. Las 

criptas intestinales son largas9 agrupadas de manera compacta y con abundantes células 

caliciformes. El ciego en el humano conserva funciones vestigiales de digestión debido a 

las bacterias existentes .. de absorción de líquidos y de secreción de moco (Lceson y col • ., 

1990). 

En el ratón~ al ciego se le ha dejado de considerar como un órgano vestigial debido a sus 

características. El ciego del ratón es excesivamente grande en comparación aJ del humano9 
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. -. .· -..··, 
se encuentra en el lado izquierdo del abdomen·.,.curveado a si 'ffiisnl':> l~e~afido et" efaJ>acio 

entre el estómago y lo~ lóbulf:!~ hepáticos.·se-.c:arac~eri~ P<?!··~aita'"de''.es~cializaCión9 sin 

::::::~s s; d::::~:::::!:1:n :::;rzr~t1:~~iªt~~~~~!~!f:r~t~~:: 1:: 
una posición en~~:-~.h~-rbi~~~s y c~í;i~~'.~-;:~~~~~~~~\:~t~~{:~~:·;:;~~~·;Ja·-:.·-~n- ~~.hábitos 

'7 . -· ···::·>'-'.<:::_-.... ': :-'i";""'::.,'f~· <~.,-.,, '·: ,_·>-·' ·' 
alimenticios. capaces de metabolizar. celuloS_ayf:~:~¡~¡-~~Oes.-·:·Tiene una capacidad de 

absorción que· reduce de un 10-20% el escape de la digestión ocurrido en el intestino 

delgado .- y con una fermentnción microbiana constante y controlada debida a la 

compa.rtwncntali~ción situada fuera del flujo directo de la digestión9 además de utilizar la 

coprofagía como otru estrategia para procesar el alimento (Snipes. 1981). 

Mecanismos de defensa del huésped contra infecciones 

La propiedad de microorganismos y parásitos de producir enfermedad en un huésped se 

denomina patogenicidad. La virulencia se denomina como el grado de patogenicidad. El 

que un microorganismo logre o no producir enfermedad depende.. por un lado.. de su 

virulencia.. y por otro. de la eficiencia del huésped para defenderse contra ese agente 

infeccioso. Si este sensible balance entre microorganismo y huésped se rompe. la situación 

puede cambiar rápidamente. dando ventaja al huésped o al microorganismo. Por un lado. 

las condiciones del medio pueden cambiar de manera agresiva para el parásito y producirle 

la muerte. y por otro9 los mecanismos de defensa del huésped pueden disminuir y dar como 

resultado el establecim.iento de la infección. Los mecanismos de defensa no son igualmente 

efectivos en todo el organismo así. un microorganismo puede o no causar infección en 

ciertas panes del organismo. El que una infección aparezca o no9 depende en cada caso de 
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Anexo 

Ja relación entre el microO~ganiSmo y los mecanismos de defenSa del hués¡:)Cd: ·La 

capacidad de de.fensa del . htiés~c:d · c~ntra. los ataques infecciosos, se desarrolla muy 

temprano en la filogeili~·· dC~:;".~'r,8~iSm_o. Las grandes especies cuentan con tejidos 
; ·.~ r;';,,':' 

complejos y especiá.lizadOS <de .. ::<Je.fefisá.~'·· Estos mecanismos de defensa se componen de 
';D<· c ••. -.J, .. 

diversos factores · n~"-· "éS"íl~C~t'i:c~~·-·· ~~de procesos inmunes específicos mediacios vía 

anticuerpos humorales y lirifOcitos T (Hanson y Wigzell, 1985). 

Durante el primer .cC>ri·3t~f J~~n el agente infeccioso aparece una defensa congénita no 
. . .. ~: -. ·::,~~.ir,; ,;~~5:,~_ 

adquirida contra·Ja.iníecci~.n~: comúnmente llamada resistencia natural, la cual es resultado 

de varios fac~ores .. cC:>~~~C~tivOs no bien definidos aún. como son los factores genéticos, 

mecánicos' y químicos. ·edad,.·batance hormonal y estado nutricional. respuesta inflamatoria, 

fagocitosis y ·producción de lactoferrina e interferon. Después de esto. la inmunidad 

especifica o adquirida se desarrolla y aparece mediada principalmente por las células 

linfoides. más que por Jos anticuerpos humorales. los cuales varían su capacidad protectora 

de acuerdo al tipo de in.fección (Hanson y Wigzell, 1985). 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 
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