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CAPITULO I

INTRODUCCION

El interés por conocer los eventos fisiopatogénicos de la coli-
tis amibiana ha llevado a varios investigadores entre ellos Tre
vifio {(22), chévez (45), Mora (25, 26}, etc., a inocular anmibas-
en el colon de animales, con el objeto de hacer una analogia --

experimental de las lesiones que produce Entamoeba histolyti

ca al penetrar a los epitelios en el humano,
'

Evidentemente la formacién de anticuerpos es un {ndice de la in

vasividad de Entamoeba histolytica (29), sin embargo ha side de

mostrado que la presencia de amibas del intestino no siempre -
nos indica la presencia d¢e la enfermedad (16, 19, 38, 42), ya -

que existe la posibilidad de que éstas puedan no ser invasoras.

Los estudios'de Ahued (1 ) y Estrada (1l1), mostraron que exis--
ten antigenos comines y especificos en las amibas que parasitan
diferentes huéspedes de acuerdo a la escala biolégica, tal es -

el caso de Entamoeba chattoni que parasita primatesa inferiores,

demostrada su presencia en las heces de humanos por Burrows (4)

.

y Levine (23).

lytica a la mucosa del celon han sido estudiadas en cobayos --

(26), asi{ como en hamsters (45, 48, 49), al inocular intracecal

mente amibas, y la reaccién inmunitaria determinada por diferen



tes métodos demostrd que los titulos de anticuerpos después de
slete dias no fueron muy importanteés pero éstos se van incremen
tando hasta después de 28 dias de inoculacidn utilizando una ce

pa patégena.

Sin embargo, el hecho de que existan antigenos comines y especi
ficos en amibas patbgenas y no patdégenas no se ha evaluado con=
respecto a las posibilidades potenclales de ambas cepas, asi cg

mo su correlacidn con lae lesionea histolépgicas en tejidos.

El objetivo de este trabajo fué investigar si el tftulo de anti
cuerpos determinado a diferentes periodos de incubacidén después

de la inoculacién intracecal de cinco diferentes cepas de ami--
bas, consideradas unas como patégenas, tiene alguna correlacién
con la cespecie de la amiba inoculada, asi como las lesiones prg

ducidas en los epitelios.



CAPITULO I1 .
GENERALIDADES

La amiblasis es una protozoosis de distribucién geogréfica mun~
dial (17, 42). México es un pais que presents un elevado por--
centaje de amibiasis intestinal y extraintestinal dentro de la
poblacidn en general (15, 20, 47). Aunque habitualmente se con
sidera como una infeccidn tropical, no hay duda que su frecuéen=-
cia es mis elevada en los paises con climas célidos y himedos -
{3). El Qiagnéstico de <certeza se realiza cuando se€ encuen -~
tran trofozoftos de . histolytice por técnicas coproparasitoscopicas
(21, 32), recientemente se practican reacciones inmunelégicas =
como  coaglutinacidén con protefna A (7), contrainmunoelectrofo-

resis {43) y ELISA (14).

S5e ha sugerido que E,histolytica requiere un nedio adecuado pa-
ra sobrevivir y multiplicarse y este medio aparcntemente es prg
porcionado por la pared y ;a luz del intestino (15, 20), Sin em
borgo, hay factores como: la alimentacidn del huéasped {2, 5, 21
24, 50); la deficiencia de dcido ascédrbico (36); as{ como la -
aplicacién de medicamentos como la cortisona (10, 30, 51), que
favorecen &l crecimiento de las amibmas, viéndode esto alin més -
complicado por factores genéticos {6) desmarrolléndose lesiones-
extensas con manifestaciones clinicas graves que traen como con

secuencia el que una buena parte de la poblacidén presente tras



tornos gastrointestinales los cuales repercuten en un problema-
de tipo socioceconémico para el palis. Es por ello que el estu--
dio de la amibiasis intestinal constituye una de las priorida--
des de los problemas de salud para los pafses en via de demarrg

1lo entre los cuales se encuentra México.



CAPITULO TIII
ABREVIATURAS

1.~ PH-4
2.~ PH-5

3.- AHM-1

4.- HM-531

S~ HM-1

6.,- gr
7.~ 1b '
8.~ min,
9,-ml
11~ mg
12- mM
13- M
14- nm
15- ug
16~ pp
17- GRC
18-GRCT
19- SNC
20- sn
21-°C

23- Ag

Entamosba chattoni, Primate mexicano (4)

Entamoeba chattoni, Primate mexicano (S5)

Entamoeba histolytica, Ab hepAtico -
mexicano (1)

Entamoeba histolytica, Homo-sapicns mexi-
cano (531)

Entamoeba histelytica, Homo—sapiens mexi-
cano (1)

gramo

libra

minutos

mililitros

miligramos

milimolar

molar

nanémetos

microgramos

precipitado

glébulos rojos de carnero
glfbulos rojos de carnero tanizados
suero normal de conejo
sobrenadante

grados centigrados

antigeno



24.- q.p. quimicamente pura

25.- L grade de libertad
26.- ¢t "t de Student"
27.~- p probabilidad

2B.~- NS no asignificativo



CAPITULO

MATERIAL

4.1.-

v

Aparatos y materfal de vidrio.

10.-
11,-

12, -

13,-
14,-
15.-
16.-
17.-
18.-
19.-

20, -

Flujo laminar marca VECO

Incubadora Medi. Lab Mark L No. 415

Balanza analitica P-115 Bosch,

Centrifuga clinica modelo C-I,

Potenciémetro Corning modelo 5 pHmeter,
Refrigerador marca Whirlpool.

Autoclave,

Mechero.

Reloj.

Papel filtro Whatmann No. 1 cualitativo.
Jeringas de insulina desechables.
Micropipetas de 10, 2G, 50 y 100 microlitros
de "Sigma Chemical Company",

Placas de hemaglutinacidén "Cooke Microtiter U",
Termémetro

Agitador de vidrio,

Frascos de reactivo {blancos y Ambar)
Pipetas pasteur.

Pipetas volumétricas de 1, 5 y 10 ml.
Matréces aforados de 100 y 1000 ml,

Matrdces Erlenmeyer de 125 y 250 ml,



21.- Vasos de precipitado de 250 y 500 ml,
22,~- Probetas Pyrex de 100, 500 y 1000 ml.
23.~ Tubos Pyrex con tapdn de rosca de 15 X 124 nmam,

24.- Tubos Pyrex de vidrio de 13 X 100.mm.

4.2.- Instrumental de cirujia.

1.- Pinzas de diseccidn Adson.
2;- Tijeras Metsenbaun,

3.- Pinzas porta-aguja

4,- Hojas de rasurar.

5.~ Aplicadores de madera.

6.~ Isopos,

7.~ Gasa estéril.

8.- Algodén,

9,- Tabla para c¢irujfa,

10- Guantes de cirujano.

" 11~ Cubrebocas.

4.3.- Material biolégico.

4,3,1.~ Animales de experimentacidn.
120 ratas de raza Long-Evans, con pesos que oscilla-
ron entre 60 y 110 gr. Se utilizaron nimeros alea=-
torios y se formaron cuatro grupos: tres de ellos -
se utilizaron para la parte experimental y uno como

control,



'4.3,2.- Cepas de Entamoeba.
Se utilizaron cinco cepas de amibas:
E. chattoni cepa PM-4, E. chattonl cepa PM-5, - -~
E.histolytica cepa HM-531 y E.histolytica cepa = -
AHM=1, cultivadas monoaxénicamente; y E. histolyti-

ca cepa HM-1 cultivada axénicamente.



CAPITULO V

METODO

10

5.1.- Cultivo monoaxénico

$.1,1.= Sienbra.

5.1.1.1.~

5.1.1.2.=

5.1.1.3.-

S.leled.-

Agar salino.- Se prepara el agar al
1.5% con cloruro de sodio al 0.7%,-
el cual es distribuido en frascos =~
de vidrio con tapén de rosca en alf
cuotas de 2.5 ml cada uno, se este-
rilizan a 15 lb durante 15 min. pa-
ra deapuds dejarlos enfriar en for-

ma inclinada.

Almidén en polvo.-El’almidén es surti
do por la casa "Drug Houses" de In
glaterra.,

Solucién de eritromicina.- Se prepa
ra una solucién de eritromicina a -
una concentraci6én de 5§ ug/ml, utili
zando agua estéril para su prepara=-
cidén, se coloca en frascos de vidrio
con tapén de rosca en alicuotas de=-

2,5 ml.

Medio "R",.- Se prepars una solucién



5.1.1.5.-

1

concentrada de la siguiente manera;
125 gr de cloruro de sodio, 50 gr -
dec Acido citrico monohidratado, -~
12,5 gr de fosfato dibdsico de so--
dio, 25 gr de sulfato de amonlo, -
1.25 gr. de sulfato de magnesio pen
tahidratado, 100 ml de &cido lécti-
co. Todo esto se disuelve para lle
varse a 2500 ml con agua destilada
De esta solucién se toman 100 ml y
ae adicionan 7.5 ml de hidréxido de
sodio al 40% y 2,5 ml de azul de -
bromotimol al 0.04%, previamente se
ajusta el pH a 7.3 y se afora a -
1000 ml con agua destilada, @e este
riliza en autoclave en las condicip

nes gsefialadas.

Hedioc "BR".- 100 ml del medio "R" =~

ge utilizan para sembrar una gota -
del cultivo E, coli cepa "B", se -
deja en la estufa a 37°C durante 48
horas, después de este tiempo puede

ser guardado a temperatura ambiente.




pr-

PROCEDIMIENTO:
Aproximadamente 50 mg de materia fecal en ia -
que se demostré la presencia de E. histolytica
por el método de Faust, es sembrado en el frasg
co que contiene aéar salino en forma inclinada,
al cual se le adicionan 5 mg de almidén en pol
vo, 4 gotas de eritromicina preparada como se-
mencioné anteriormente y 2.0 ml de medio "“BR".

Se le deja cultivar durante 24 horas a 37° C.

5.1.2.- Cultivo.
5.1.2,1.- Agar salino.- El agar fué preparado

de acuerdo al inciso 5.1.1.1.

5.1.2.2,~ Almidén en polvo.- Surtido por la ca

sa "Drug Houaes" de Inglaterra.

5.1.2.3.¥ Solucién de eritromicina,- La solu -
¢ién fué preparada de acuerdo al in

ciso 5,1.1.3.

5.,1.2,4.~ Bactopeptona al 20%.~ Se prepara una

. solucién de peptona al 20%, después
. de lo cual se esteriliza a 15 1lb por

15 min, colocéndose también en ali--

cuotas de 2.5 ml,

5.1.2.5.~ Ftalato de potasic.- Se pesan 204 gr
de ftalato de potasio, se disuelven

con 100 ml de cloruro de sodio al -



13

40%, se ajusta el pH a 6,3 y se lle
va & un volimen de 2000 ml, esteri-
lizéndose posteriormente a 15 1b -
por 15 min., La solucién de trabajo
se utiliza llevando a cabo una dily

¢idén 1:10 con agua estéril.

5.1,2.6.,- Medio "BRS".- Se utiliza el medio =
"BR", al cual se le adiciona el nmip
mo volimen de suero bovine filtrado
y calentado a 56°C durante 30 minu-

tos.

PROCEDIMIENTO:

Al frasco que contiene la siembra de la amiba
se le descarta el sobrenadante con pipeta pas
teur y se le adicionan 5 mg de almidén en pol
vo, 2 gotas de eritromicina preparada como se
mencioné.ancsriormente, 2 gotas de peptona al
20%, 1.5 ml de ftalato de potasio (solucién =
diiufda), 2.0 ml de medio "BRS" y se le deja-

cultivar por otras 24 horas.

5.1.3.~ Subcultivos.
5.1.3.1.~ Agar salino.- El apgar fué preparado

de acuerdo al inciso 5.1.1.1.



5,1.3,2.~

5,1.3,3.~

5.1.3.4,~

5.1.3.5.~

5¢1.3.8.~

5.1.3.7,~

PROCEDIMIENTO:

Almidén en polvo.- Surtide por ls -

casa "Drug Houses” de Inglaterra.

Solucién de eritromicina.- lLa solu-
¢ibén fué preparada de acuerdo al in

¢iso 6.2.3.3,

Bactopeptona al 20%¥.~ La solucion -
fué preparada de acuerdo al inciso-

§.1.2.4.

Ftalato de potasio.~ La solucldn --
fué preparada de ascuerdo al inciso-

§,1,2,5.

Medio "BRS".~ La esclucidn fué prepa

rada de acuerdo al incise 5.1.2.6.

Solucién yodoyodurada.~ Se prepard-
mezclando un gramo de yodo, 2 gr d-
yoduro de potasio y 300 ml de agua~

deatilada,

Con todo cuidado, del fonde del frasco que con

tiene el cultivo de las amibas, ee toma con -

una pipeta pasteur una gota gque se coloca ene

un portaobjetos y se le adiciona una gota de

la solucidn yodoyodurada, se le pone un cubre

objetos para hacer la obaervacidn al micrascg
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pio del crecimiento del cultivo, las amibas -
viables deberén verse tefiidas por la solucién
vodoyodurada, Tembién del fondo del frasco se
toma una gota como indculo para hacer el se--
gundo subcultivo, que es preparado en la mis=~
na forma como se describe para el primero. Se
les deja incubar durante 48 horaas a 37°C para
hacer luego la segunda observacién. En un cul
tive pos}civo empiezan a aparecer las amibas-
dentro de las primeras 48 horas, pero se 8i--
gue cultivando hasta tener aproximadamente -

50,000 amibas por ml,

5.2.= Doterminacién de lo cinética de formacién de anticuer
pos ¢n ratasg como respueste a la incculacidén de las -

difcrentes cepas en estudio.

5.2.1.= Primer grupo.=- Estuvo constituido por 50 ra--
tas, 10 por cada cepa, a las due mediante téc
nica quirdrgica ae les inoculd 500,000 trofo-
zoftos de amibas, contenidas en 1 ml,de las -
cinco cepas en eatudic intracecalmente y se les =~

dej6 30 dias de incubacién.

5.2.2.=- Segundo grupo.- A 35 ratas se les inoculd me

diante técnica quirlirgica intracecalmente e -
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intestinalmente, 500,000 trofozofitos de amibas
contenidas en 1 ml de cada cepa de entamoeba-
en estudio, 7 ratas por cepa. Se les dejé un

periodo de incubacidén de 15 dias.

5.2,3.~ Tercer grupo,.- Estuvo constituido por 35 ra--
tas a las que se lnoculé mediante técnica qui
rirgica intracecalmente e intestinalmente --
00,000 trofozoltos de amibas contenidos en 1
ml de las cinco cepas de amibas en estudio, 7
ratas por cada cepa y se les dejé durante 8

d{as.

$.2.4.- Cuarto grupo.- (Grupo control),- Estuvo cons-
tituido por 5 ratas a las que mediante técni.

ca quirirgica se les inoculé con un placervo.

6.3.- Sacrificio de las ratas después de los periodos de in

cubacién.

5,3.1.~ A los 30 dias de incubacidén se procedié al sa
crificio de los animales, que me llevd a ca-
bo de la siguiente manera: los animales se -
anestesiaron con éter etf{lico anhidro, e les
rasurd el abdémen donde se les coloch .= = = =
-~ un antiséptico cuténeo para lievar a cabo-

la laparotomia. Se les extrajo 2 ml de sangre

por puncidén cardiaca y se extirparon el intes



5.4,~

5.3.2.~-

5.3.3.=

§.3.4,~

17

tino y el higado., Se midid la longitud del in-
testino, contando &1 nimero de abscesos presen

tes y la distancia a8 la que s&e encontraron.

Las ratas con 15 diss posteriores a la inocula
cién de las amibas fueron sometidas al mismo ~

procadimiento que se relaté en el incimo 5.3.1

Despuésn de B dias de incubacién con las amibas
se-llevdé a cabo el mismo procedimiento del in-

ciso 5.3.1.

Las ratas del grupoc contral se sacrificaron =

por el miemo procedimiento del incieo 5.3.1

Determinacién de los anticuerpos en los diferentes gru

pos estudiados par hemagiutinacién pasiva.

§.4.2,~

Primer grupo.- La sangre extrafda por puncién
cardiaca de ratas con el perfodo de incuba ~=-
cién de 30 dias, fué centrifugada a 1000 X g
por 15 mlh-y al suero as{ obtenido se le deter

miné el titulo de anticuerpos.

5.4.1.1.,~ Solucién de Alsevers.- Se pesaron =
2.05 gr de glucosa, 0.8 gr de citra=-
to de sodio, 0.085 gr de fcido citr}
co y 0,42 gr de cloruroe de sodio, ==

los cuales fueron disueltos y se llg



5.4,1,2.~

5.4,1,3.-

S.4.1.4,-

18

varon a un voldimen de 100 ml con -~
agua destilada., Se esterilizé duran-

te 10 minutos.

Suspensidn de glébulos rojos de car-
nero.,- Se tomdé un vollimen igual de -
glébulos rojos de carncro a la solu-
cién de alsevers ya preparada, y &o
guardd en refrigeracién a 4°C duran-

te 10 dfas para su maduracidn.

Preparacién del antigeno.- Se tomd --
1 ml de todas y cada una de las ce--
pas de amibas y se homogene!znfoﬁ. -
el sobrenadante constituyé el antipge
no, la cantidad de proteinas fué deo

més de 2 mg/ml.

Solucidén amortiguadora de fosfatoes -

salinos pH 7.2.

5.4.1.,4,1,- Solucién de fosfato de -

potasio monobésico 0.15H. -

Se pesaron 10.20 gr de -
fosfato de potasio mono-
bisico y se disolvieron

en 500 ml de agum desti-

lada.
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5.4.1.4.2.~- Solucién de fosfato de -

PROCEDIWIENTO;

sodio dibésico.~ Se pesa
ron 20.15 gr de fosfato-
de sodio dibasico y e -
disolvieron en 500 ml du

sgus destilada.

Se mezclaron 24 ml de la solucién de

fosfato de potasio monobésico con 76

ml de la solucién de fosfato de so--

dio dibAsico y 100 ml de molucién en

lina isoténica al 0.085%

5.4,1.5.- Solucién amortiguadora de fosfatos -

salinos pH 6.4.

$.4.1,5.1.- Solucibn de fosfate de -

potasio monobésico 0.15MW
La solucidn fué prepara-
da de acuerdo al inciso-

5,4.1.4.1

5.,4,1.5,2.~ Solucién de fosfato de -

sodio dibésico 0,15 M -
la solucibn fué prepara-
da de acuerde al inciso

5.4,1.4,.2,
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PROCEDIMIENTO:

5.4.1.6.~

5.4.1.7.=

5.4.1.8.-

8e mezclaron 67.8 ml de 1-A|olucs6n-
de fosfato monobésico con 32.2 ml de
la solucién de fosfato de sodio dibd
sico y 100 ml de la solucién saline-

isoténica al 0,085%.

Solucidén de acido tédnico al 1%.- Se
peso 1 gr de fAcido ténico y se le =
adiciond 99 ml de solucidn ealina -~
igoténica al 0.085%, se guardd en re
frigeracién a 4°C., De esta solucidn se hi
Zo una dilucién 1:200, para tener la solu-
cién final de trabajo de Acido ténico = ==
1:20,000,

Suero normal de conejo inactivado a 56° C.=-

Por puncién cardiaca se extrajo la sangre -

de un conejo de la raza Hueva Zelanda con -

"un peso aproximado de 3 Kg y se centrifugé

a 500 ¥ g durante 15 min y se separd el sug
ro almacenéndolo en un frasco para ser inac

tivado a 56°C durante 30 minutes.

Adsorcién de los glébulos rojos de carnero.-
Se tomaron 3 ml de los glébulos rojos de =

carnero almacenados en solucién de alsevers
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estéril, se lavaron 3 veces con solu
cién salina y se prepard una suapcn
sién al 2% de glébulos rojos de car
nero. Después gele afiadié 3 ml de -
suero normal de conejo inactivado y
ge les dejé reposar durante toda -
una noche en refrigeracién a 4°C. -
Al dfa siguiente se centrifugd a -~
500 X g durante 15 min y se separd-
el suero de conejo absorbido y se -

diluyé 1:100.

Se tomé el paguete de gldbulos rojos
de carnero y se le afiadid 3 m}l de -
dcido tdnico dilufdo 1:20,000, el -
cual se incubé a 37°C en la estufa -

duraﬁte 10 minutos.

Posteriormente se centrifugd a 500 X
g durante 15 min y se descartd el so
brenadante, se resuspendié en solu--
cién amortiguadora de fosfatos sali-
nos pH 7.2 y se centrifugé a 500 X g
en donde se descarté el sobrenadante
y se volvid a lavar con solucién --

amortiguadora de fosfatos salinos -
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pi 6.4,

A los glébulos rojos de carnero tani
zados ne les adiciondé 4 nml de solu--
cién amortiguadora de fomfatos sali-
nos pH 6,4 y 1 ml del antigenc, se -
cantrifugd a 500 X g durante 15 minu
tos, se descartd el sobrenadante y -
Be le afladié 2 m)l de suero normal de

conejo diluido 21:100.

El sedimiento se volvid a centrifu--
gar y se le agregd nuevamente 5 ml -
de gsuero normal de conejo dilufdo -~

1:100,

Se preparé un control positivoe con 1
ml de glébulos rojos de carncro tani
zados al 2% con 4 ml de solucién -~
) amortiguadora de fosfatos salines -
pH 6.4 y 1 ml de la cepa HM-1 homoge
nizada y el suero fué de un paciente
con absceso hepdtico amibiano y/o co
1itis amibiana, El contrel negativo
fué preparado con 1 ml de glébulos -
rojos de carnero tanizados al 2% més

4 ml de solucién amortiguadora de =
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fosfatos salinos pH 6.4 en ausencia

de antfigeno amibiano.

PROCEDIMIENTO:

§.4.2,~

5.4.3.~

$.,4,4,~

Utilizando placas de limbro se lleva

ron a cabo diluciones de los sueros-

obtenidos de las ratas en proporcién
logar{tmica, es decir, 1:2, 1:4, --
1:8, 1:16, 1:32, ete,, teniendo como
diluyente el suero normal de conejo-

absorbido dilufde 1:100,

Posteriormente se les afiadié 50 lamb
das de glébulos rojos de carnero ta-
nizados al 2% forrados con las dife~
rentes cepas amibianas y se les dejé

reposar durante 24 horas.

Segundo grupo.- Se llevé a cabo la -
misma metodologia enunciada del inci

80 5.4.1.1 al inciso 5.4.1.8,

Tarcer grupo.- Se llevé a cabo la ~--
misma metodologfia enunciada del inci

80 5.4.1.1 al inciso 5.4.1.8.

Cuarto grupo.-Se llevd s cabo la mis
ma metodologia enunciada del inciso-

5.4.1.1 al inciso 5.4.1.8.
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ESQUENA DEL PROCEDIMIENTO:

GRC + SNC
CENTRIFUGACION

{10 minutos)
|
| il

GRC SNC
+
Acido Tanico 1:200 (diluyente para -
Incubar 10 min a 37°C los sueros pro--
blema)
CENTRIFUGACION
( 5 minutos)
P l i
GRC sn

resucpender con amorti
guador fosfato salinc

pH 7.2

CENTRIFUGACTION
{ 5 minutos)

J
[ 1

GRC sn

resuspender con amorti
guador fosfato salino
pH 6.4

CENTRIFUGACION
(5 mlFutas)

GRCT sn



Ag__"a"

4 ml amortiguador
fosfato sali
no pH 6.4

1 ml glébulos ro
Jos de carne
ro tanizados

1 ml solucién sue
ro problema

PREPARACION DEL ANTIGENO:

Ag nge

5 ml amortiguador
fosfato sali
no pH 6.4

1 ml gldbulos ro-
jos de carne
ro tanizados

SE DEJAN REPOSAR 10 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE

CENTRIFUGACION “A"

Glébulos rojos de
carnero tanizados
+ Ag (resuspender
en el volimen ne
cesario con suero
normal de conejo)

sn

CENTRIFUGACION "B"

Glébulos rojos de
carnero tanizados
(resuspender con
1 m)l de suero nor
mal de conejo}

28

sn
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5.5,~ Determinacién del ninero de lesiones encontradas en in
testino con respecto al nimero total de lesiones posi-

bles de acuerdo a lo establecido por Neal, (27, 28)

El intestino de las ratas fué sacado entero, colocado

sobre una superficie plana y medido a las diferentes -
distancias donde se encontrd los abscescs asi como con
tado el nimero de ellos presentes para determinar el -

indice de virulencia de acuerdo a 1a férmula de Neal =

{27, 28)
Nimero total de lesiones presentes =
en el intestino de los animales esty
diados.

Determinacién

del Indice de = emecmccmac- ————— ——

virulencia Nimero m&ximo posible de lesiones --

presentes en el intestino de los ani
males estudiados.

Para ello fué necesario determinar la frecuencia del -
nimero de lesiones clasificéndoles en grupos de la si

guiente manera:;

Grupo "1" .- Presencia de 4 a 7 lesiones.
Grupo "2" .- Presencia de B a 10 lesiones.
Grupo "3" .- Presencia de 11 a 13 lesiones,

Por ejemplo:
En un estudio de cincoc animales, uno de ellos

se situé en el grupe "1", tres animales se si
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tuaron dentro del grupo *2", y un animal se -
situé dentro del grupo "3". El nimerc posi--
ble de lesiones en los cinco animales se con
sidera dentro del grupo "3", por lo que el {n
dice de virulencia se calcula de la siguiente

forma:

{1 X "m1v) & [ 3% "20) 4 { 1 X “3")
5 x Il3ll

X 100 =

a0
15 X 100 = 66.66%

5.6.~ Alteraciones histopatoldgicas en log organos estudia-

dos por microscopia de luz,
5,6.1.,~- Conservacién de los tejidos.

5.6.1,1.~ Solucién de formol en fosfatos.~ Se
toma la densidad del formol para hg
cer una solucién al 10% con agua.-
Se toman 100 ml de la soluci6n de -
formol al 10% y se le agregan %00 -
ml de agua destilada, 4 gr de fosfa
to de sodio monobésico y 6.5 gr de

fosfato de sodio dibdsico,
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PROCEDIMIENTO:
Los intestines y los higados de las
ratas inoculadas fueron colocados -
en formol al 10% para llevarse a ca
bo el estudio histopatolégico por -
el Dr. Juan Manuel! Jiménez, Jefe -
de) Departamaento de Microscopia -~
Electrdnica del Hospital 20 de No--

viembre.

6.6,2.- Procesado de los tejidos.- Se sometieron a -~
deshidratacién en el procesador de tejidos -~

“American Optical" No. 8000.

5.6.2.1.- Deshidratacién, aclaramicento e in--
clusidn .- Se deshidrateron con -=
tres alcoholes al 96%, tres alcoho-
les absolutos, tres agentes aclaran
tes como el xilol-xileno, tres para
finas y una parafina ms para hacer
la inclusibén del tejido y formar el

cubo para su corte, .

La inclusién se llevd a cabo en pa-
rafina y el corte realizado se hizo
en un microtomo Modeleo 820 "Ameri--

can Optical", a un cspesor de 3 mi
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5.6.4,~
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cras. Posteriormente se tendid el -
corte en un bafio de flotacién a una
temperatura de 46°C marca "Voekel".
Aqui se tomé el corte en el portach
jetos y se llevé a una estufa mode-

lo HDT-27 a una temperatura de 50°C

Tincién de hematoxilina-eosina.- Después de -
llevar a cabo el proceaoc de desparafinizacién
e hidratacién se tifié con la hematoxilina-eo-
sina. Posteriormente se deshidraté con tres
alcoholes al 96%, tres alcoholes absolutos y-
un alcohol-Xilol en partes iguales {(1:1) ¥y -
tres agentes aclarantes (xflol) cubiertos con
regina sintética y afladiendo un cubreobjetos-
de 24 X 40 mm, para su estudio al microscopio

de luz.

Observaciones microscépicas,- E1l estudio de -
microscob(a de luz ze llevd a caho tomando en

cuenta los siguientes parametros:

a) Presencia de abscesos
b} amibasg

c) necrosis

d) actividad en bordes

e) inflamacién
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linfocitos

g) polimorfonucleares
h) macréfagos

i) células plasméticas
j) fibroblastos

k) microorganismos

1) csférulas

m} granulomas

Asi como la apreciaciém cuantitativa:
(+) presencia
(++) cantidad moderada

(+++) abundantes o extensa

5.7.- Alteraciones histopatoldgicas en los érganos estudia-

dos por microscopia electrénica.
%.7.1.~ Conservacidn de los tejidos.

5.7.1.1.- Solucién reguladora de fosfatos ~-

0.15 M pH 7.2-7.4.

Soluclién A.~ Fosfato de sodio dibé~
sico .-Se pesaron 2.8B4 gr y se di--
solvieron en 100 ml de agus deatilg
da.

Solucién B.- Fosfato de sodio mono-

basico.-S5e pesaron 2.76 gr y se le



3l

disolvieron en 100 nl de agua desti
lada., Para hacer la solucién se to
maron 40.5 ml de la solucién A, =~-
9.5 ml de la golucién B y 50 ml de
agua destilada. Se ajustd el pH a

7.4

5.7.1.2.,~ Glutaraldehido al 2.5% en solucién-
reguladora de fosfatos.- Se tomaron
2.5 ml de glutnraldeh(d; y se disol
vié en 97,5 ml de solucién regulado

ra de fosfatos.

$,7.1.3.~ Cloruro de calcio al 1%¥.- Se pesd ~
1 gr de cloruro de calcic y se di--
solvié en 99 ml de agua destilada

5,7.1.4,« Sacarosa q.p.- Se pesaron 10 gramos.

Metodologia:
Se hizo una solucién de glutaralde
hido al 2.5% en Bolucién reguladoera
de fosfatos 0.15 M pH 7.2-7.4, ¥y =~
se le agregd 10 gotas de cloruro de

calcic al 1 %.

Se prepard también una solucibén la-
vadora de la siguiente manera: a -

100 m} de la solucién reguladora de
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fosfatos se le agregaron los 10 gra
mos de sacarosa q.p. Y 10 gotas de

calecio al 1%,

PROCEDIMIENTO:

5.7.2.~

5.7.3.,~

5.7.4,~

Para conservar las muesiras de tejido se toma

una porcién del mismo y se deja maximo 2 ho==

.ras en glutaraldehidc,después de este tiempo,

el tejido se pasa a la solucién lavadora don-
de se conserva en refrigeracién hasta se esty

dio.

Postfijacibén.- Se uaé el fijador de Palade -
modificodo a base de tetradxido de osmio a un
pH de 7.4. (E1l tiempo transcurrido entre la =~
toma de la biopsia y su inmersién . en el fijg'
dor, debe ser lo m&s breve posible y mante

nerse en un recipiente con hielo fundente).

Deshidratacidén e inclusidn.- La inclusién se-
hizo en capsulas de gelatina, se empleé el -
Epon 812 mezclado con: DMP-30; Anhidrido dode

cenil succinico; anhidrido metil nédico.

Polimerizacibén.~La polimerizacidn se llevé a
cabo en una estufa a 70°C en un lapso que =~

puede variar de 5 a 10 dfas.
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5:7,6.~

5.7.7.-
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Corte.- Una vez que la polimerizacidén fué ade
cuada, se talld una pirdmide de la cépsula en
el polo donde se encontrd el tejido. Se prepa
raron cuchillas de recortes de vidrio y se co
locd en el ultramicrotomo y se hicieron cor--

tes de 600 a 900 Amstrongs de espesor.

Montaje.~ Se hizo en rejillas de cobre para -
que los electrones actuaran directamente so--

bre el tejido.

Observacidén al microscopio electrénico.- Para
hacer la observacién microscépica, no hubo ne
cesidad de hacer tincidn c¢romética, esto se ~
debe a que en microscopia elcetrénica se usa-
un haz de electrones y no de luz. No puede -
darse un lf{mite de tiempo para hacer las Ob'T
servaciones, ya que éste puede variar de;de -
horas, dfas o meees de acuerde a2 la compleji-
dad del problema. Una vez localizados log -
campos adecuados, se les tomaron fotografias

y su interpretacidén se hizo en las copias fg

tostaticas.
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CaPfTULh VI
RESULTADOS

La sobrevida de los animales inoculados con las cinco diferentes cepas estus
diadas me prements enelcuadrel, en donde se determind ndemds el porcentaje

da ésta, ton el objeto de hacer diferencias en 1a patogenicidad de estas ce

pas
CUADRO 1

SORFTIA DF BIIVALY T THOCULAOS
- .
g""" : e e Booe rHUT ; Wrosn wot
CULAS v - T
U T-TRYS (T LU 1Y 6 o [ 4 a e e S LR
TEEVIOA T —1
e pites EITU 57 |61 wafa fom | oaden fem Vencen ;f'./- ferala
anoer e lrglh Jaeal e wor et ) EIICT T s O VS TR S T Lol 11: 1
1
. i i




El cuadro, nuestra los resultados oblenidos de medir el nimes

~0 de lesiones cousadns en el inteslino de las ratas por cada

uns de las cepas estudiadas en los tres difcrentesa perfodos de

incubacién.

ABSCESOS EN INTESTNO

30 DIAS CUADRO 2
CEPA PM4 CEPA PMB CEPA AHMI CEPA HMS3 CEPA HMI
No. Absconcs No. Abacesos No. Abscesos | Ne Abscesos | No, Abwcesos
23 ] 38 9 2l 13 se 1] | 9
34 11 39 I4 22 9 59 [ 2 1
8% 9 40 T 23 6 60 ] 3 1]
56 T 4| H] 24 12 6! [} 4 10
L1 9 42 [:] -] ] 62 10 L "
43 7 26 6 63 L] L] e
4“4 1] L4 "
45 It [} B[]
. e 6
47 (1}
ABSCESOS EN INTESTINO
13 DIAS
CEPA PM4 CEPA PMS CEPA AHMI CEPA HM3S3I CEPA HMI
Ne. Abdcaos No. Abscasos No. | Abscasos No. | Abscascs No. | Abscesos
] 1o 48 7 27 L} 64 L] 9 9
86 7 L) 10 28 L] [-1.1 10 10 -]
a7 6 S0 8 29 13 66 T [ 6
[ ] 4 51 9 0 10 er [R+] i2 8
a9 6 32 7 31 n 68 6 '3 12
T6 9 2 ] €9 {0 (X n
T 12 '8 10
ABSCESOS EN INTESTINO
8 DIAS
CEPA PM4 CEPA PMS CEPA AHMI CEPA HMS3! CEPA HMI
No. Abscesos No. Abscesos No. | Abscesos No. Abscesa | No Abscesos
20 T 78 7 33 9 TO T 16 12
L]l 7 ™ L] 34 10 TI 9 [k d -]
10 80 [ 35 [] 72 3 ] [:]
9 7 L]] 9 36 9 73 [ 19 8
] 7 a2 9 -14 10 74 1) 20 10
% 9 83 9 75 e
-2 10
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ins ratan somethdas o este estudlo, dié

‘b

dos en el cuadrad

bLoep pOr frecuraily el n

GRADOS DE LESION

Gmern e ligicnes prescentes oF =

los resultados moptras

30 DIAS CUADRO 3
CEPA PWM4 CEPA PMS5 CEPA AHMI CEPA HMS3I CEPA HMI
No. *Lasion Na *Lesion No *Lasion No “Lasion No. *Lasion
83 1n 38 11 2\ m 1] It ! 17
54 nr 39 1 22 It s9 14 2 I
85 i 40 I 23 I 60 11 3 m
131 I 41 1 24 gt 61 1 4 89
s7 11 2 1 28 1 62 I -1 m
43 1 26 ! 63 I 6 n
L) 1 7 1
L mn a f
46 H
o7 I
GRADOS DE LESION
IS5 DIAS
CEPA  PM4 CEPA PMS CEPA AHM| CEPA HMS3I CEPA HM!
No. *Leslon No. *Lesion No. *Lesion No. *Lesion No. *Lesion
[ - 1 - 1 Fag 1 64 1t 9 It
(] 1 43 1 28 1 63 11 Qo |
a7 t 50 8 - 111 €6 t (] 4
88 I L1l ir 30 11 €7 Il 12 11
] i s2 i 3 111 (1} t 13 1RY
76 1l 32 i1 €9 | B i |84
7 1418 18 11
GRADOS DE LESION
8 DIAS
CEPA PM 4 CEPA PM3 CEPA AHMI| CEPA HMS3| CEPA HM!
No. | *Lesion No. ‘Lesion No | *Lesion L3 *Lasion No. | *Lesion
30 | T8 t 33 11 10 t 16 0t
9! I 19 1 34 1 n 81 [ 4 11
92 11 80 1 38 [ T2 1 X ] tl
93 1 L] |8 3 1§ 73 4 9 11
94 H a2 11 L1g @) T4 1 20 n
95 11 [ ] 1t ™ 11
84 It
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la deterainacién de! {ndice de virulencin fué llevads a cubo -
de acuerdo a lo establecido por Neal {27, 28}, donde se toman
108 valores obtenidos en las dos tablese anteriores y los porcen

tajes resultantes se representan en el cuadro 4.

CUADRC 4

© CIENTO PIL N2, DU LESIONIS ERIZONTRADS G CT
REBPECTO AL MO, TOTAL DE LESIONES PUSIDLES

e DE DIAS e 4 S AHNDI HIb 31 HLT l
30 66,667, %6,66,) 61,115 RH £3,33) i

15 33,334 .00 6,3, PRR-N 66,65, ‘

8 43,44 66,554 4z,48; 73,37

i

I3
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Lt e indbgea det tEtnle de ant fvaoepun medidon pue emap it o

clén pagiva vn las teen peeflodoa de facubacidn y oo ban cinco

copas eatud iadas ae presenta on vl cundro W

TITWLOS Of HEMAGLUTINACION

30 DIAS CUADRO S
CEPA PW4 CEPA FPMS CEPA AHMI CEPA  HM 53} CEPA HMI
Mo, Titue No, Toio No. Titulo Ho Titulo No. Tiule
53 1 40 3 180 2 1280 58 (0] | 1160
84 1180 32 160 22 11160 9 (B 2 1-160
EL] 1180 40 11320 23 4160 60 k 3 1-80
56 |40 4 160 24 111280 []] " 4 1180
57 lia0 42 1320 25 160 [+ ] -1 1140
43 8o 28 140 63 10} 6 1:80
44 1140 T 140
45 1:00 8 W60
46 1180
47 40
TITULOS DE HEMAGLUTINACION
13 DIAS
CEPA PM4 CEPA FPM3 CEPA AHMI CEPA HM3M CEPA HM 1
No. Tiwle Ne. Titule No. Titto No. Titule No Thulo
88 40 a8 rao 27 '8¢ €4 1:0 9 11160
6 1140 49 1160 28 11160 1] 1) 1o 1160
o7 140 50 11320 29 11160 66 11z80 (] 1140
(1] 1120 L1 heo 3 1160 67 12seo0 | 12 1180
a9 (] 1o] 82 1eo 3 11160 6a 111280 | 13 140
™ 1180 32 1eQ 69 1r2ee} 14 1:80
7 1160 K} 1140
TITWOS DE HEMAGLUTINACION
8 DIAS
CEPA PM4 CEPA PMS CEPA AHMI CEPA HM53| CEPA HMI
No Titlo No. Titule Na Tituto No. Tido No. Titulo
0 1:80 78 11160 33 meo 1m0 1neo 16 11160
9 1180 9 11320 34 1180 T 11160 17 11160
92 1180 80 1:80 33 1180 T2 1'1320 | 18 (8]
93 14160 L1 1:80 36 1'60 T3 11320 § 19 11160
™ (T 14} 82 1 37 (110 T4 1180 20 11160
L] 1140 83 SN} % 1: 640
84 1"t
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El tratamiento estadistico de comparar el nimero de lesionea

presentes después de 30 dias de incubacidén fué llevado a

ca

bo mediante la prueba estadistica "t de Student® no pareada,

as{ como los titulos de hemaglutinacién los cuales se presen

tan en el cuadro &

CuaDTO 6
KUMER. DOF LESONES 30 DiAS. j
b4 | PE-B | ATM | HMB3 | MM
' Q687 | 0.5.8 | 0.500 | 1.834
'TIES " ® ® "
o .S LS. NS, | 010
t | 1468 0.25¢ | 0.280 | 2.47t
Fus L] 13 14 14 16
p i 00 5. N.S. | cozs
1 1.c.0 1007 0030 | L2
[THTER R ° 19 10 i2
p | ato 0.0% NS, alo
t §rzs 3.000 2.107 2.88)
(F1VINS 0. e o 12
p J-<0.00i 0005 0.0% 0.023
t Ladi 0.880 1650 | aces
I TR T 15 12 12
p | o0 NS 0.05 |=<00Ci

HEM/OLUTINACIONES 30 DIAS,
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Este mismo tratamiento estadistico se utilizé para ver si ha
bia diferencia entre las cinco cepas estudiadas después de ~
15 dfas de incubacién. El.cuadro 7 nos muestra los resultados
obtenidos del nimero de leswiones as{ como el titulo de anti-

cuerpos,

CUACRO 7
| NUMERO OC LESIONES 10 DIAS |
prea | PMeB | RNL-) | HMGB3L | HM-)
Oﬂ 1,643 0.907 L2586 1184
Pis| L 10 9 ° 10
] Q.20 N.S. 0.20 *N. S
t 2.6% 0.134 0.363 o.l21
P38 10 I " 12
[ ‘&025 NS. N.S. N.5
t 4329 0.397 o.1l0 0.029
ANM-Y | w 10 3] 10 H
» [ <000l | ws. NS | NS
' 2.333 2.830 2,372 0.172
wien o " 10 "
[ 0.028 0.025 0028 - NS
L] 1.022 1. 848 1764 2.7
Wl | oL 10 12 1] "
p | oo 0.10 0.10 0.02

I

ME MAGL UTINACIONTS IS DIAS |
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El cuadro 8 nos muestra el nimero de lesiones despuds de 8 -
dfas de incubacién asi como los titulos de hemaglutinacién -

tratadas estadisticamente en la forma antes mencionada.
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Figura 1.~ Inflamacidn granulomatosa constituida por linfocites, ¢élulas -
plasmiticss, en @l intestino de lan ratas inoculadas con Enta--
mosbid chattenl cepa PM 4, con un periodo de incubacidn de 30

dins, Virtas 2} microseopio de luz, G) Granuloma.
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Figura &.- Inflamacidn granulcmatoss ¥ slteraciones en las microvellosida-
dea del instestinn de rutas inoculadas con Entamoeba chattoni -
cepa PY b u los 30 dias de ircubacidn, observadas al microscopio

de luz. G) Granuloma, M) Microvellosidades,



Cas

Figura 3.- Microvellosidades de células intestinales de las ratas inoculadas

con Entamoeba histolytica cepa AHM 1, con un tiempo de incubacidn

de 30 dias, vistas al microscopio de luz, M) Microvellosidades.
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Figura 4,- Prenencis de onf Lamacidn por Dinfocites en las células intesting

les de patar incculadas con Entamocos histolytica cepa HY 831, -

ean un periode de incubacién de 30 dlas, obaervadas al microsco-

pio de luz, Mi¥icrovellosidades. L)Linfocitos,



Figura 5.- Granuloma y alteraciones en las microvellogidades de lag cdlulag

instestinales en lus ralas inoculadas con Entamoebs histolytica

cepa HM 3, a los 30 dias de incubacidn, victas al microscopic de

luz. G)Granuloma, M)Microvellosidades.
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Figura 6,- Microfotograffa electronica del intestino que mues<tra lag mirroe

vellosidades de lam células inteetinales de las ratas contrel -

{normales), 9,600 X,



Frpura 7. En o mierofotepratin electrinios lon, oo el nte 7 Do
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des dr Jus ede nlestinaies,
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Figura 8,- Micrcacopia electrinica del intestino de ratas inoculadas con =

Entanoe chnttcm_i' cepn PM 5, con un perfordo de incubacidn de 30
diag, 4,600 X. AiMicruvellosidades intestinales normales, = -

B} Microveliosidades cortas y alteradas,
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CAPITULO VII

COMENTARIOS

Si aplicamos la definicién dade por Sepilveda (42) en relacién -
a amiblasis invasora como "todos aquellos procesos patolégicos -

causados por la penetracién de Entamoeba histolytica @ los teji-

dogs ", podemos pensar que en una parte importante de la patogeni

cidad se involucra al pardsito como agente etioldgico.

Los estudios de Sargeaunt (37, 38, 39, 40, d1) y Jiménez (1, -
i18), méstraron que el patrdén elesctroforético ¢ zimodemo de las
amibas se encuentra relacionado con la patogenicidad, evaluado-

Esto por la historia clinica del paciente,

Las mlteraciones producidas por las amibas en el intestino de -
animgles de experimentacidén llevadas & cabo por Chévez {45), -
Trevifio (22), Mora Galindo (25, 26), etc,, agf{ como las lesig--
nes producidas en higado estudiadas por Tanimoto nos dan una =

idea de su relacién con la virulencia.

Vinayak (52}, uttlizando una sola cepa de amibas evalué la reg

puesta serolégica de Entamoeba histolytica en ratas y estable--

cié una comparacién con su virulencia, por lo que nosotros al -
estudiar diferentes cepas de amibas pensamos que su potenclial -
de invasividad después de ser inoculadas intracecalmente, nos =~
da;é la posibilidad de inferir su grado de virulencia o invasi-

vidad determinada por el titulo de anticuerpos.
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El cuadrol, mostrd la sobrevida que presentaron los animales -
inoculados intracecalmente e intestinalmente, donqe pudimos obser
var que lae dos cepas inoculadas de primates, una de ellas (PM 4)
presenté a los treinta dias de incubacién una sobrevida del 50% ,
esto nos indicé gque aparentemente la cepa PM 4, tiene una mayor -=-
virulencia que la PN 5, ia cual presentd una sobrevida del
100%. En relacién a la cepa AHM1, pudimos observar que no hubo =
relacién de sobrevida con respecto al tiempo de incubacidén ya que
en general podemos decir gque se mantuvo entre 60% y 85%. Por lo =~
que respecta a la cepa HM531, los dos primeros periodos de incuba
cién mostraron una scbrevida del 85%, sin embargo este disminuyd-
a los treinta dfas hasta el 60%¥. La cepa HM1 aparentemente no -
mostrd cifras diferentes de sobrevida en relacidén & los periodos

de incubacidén y estos fueron entre 71% y 100%.

£l nimero de abscesos én intestino presentados en el cuadro2, se
midié después de los tres periodos de incubacién de las cinco ce-
pas estudiadas. Estoe abscesos fueron miltiples y fué necesario

agruparlos en érden de freeuencia. esto estA representado en el-
cuadro 3, en donde el grupo “1'" ge considerd cuando estuvieron =
presentes de 4 a 7 lesiones; el grupo "2" en presencla de 8 a 10
lesiones ¥y el grupo "3" cuando se encontraron de 11 a 13 le--

.

sicnes.

Para evaluar el grado de patogenicidad producido por las diferen

tes cepas se determind el {ndice de virulencia establecido por
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Neal {27, 28). Los resultados mostrados en el cuadro 4 indica--
ron que la cepa PM4, presentd un mayor porcentaje de lesion:s a
periodos de incubacién prolongades en donde a 30 dias fué nmayor
que a 15 dfas y a su vez éste fué mayor a 8 dias, lo que nox in
dica una relacidn entre el grado de lesiones y la sobrevida de

los animales.

La cepa PM 5 presentd leslones que dieron como resultado un in
dice de virulencia expresado en porcentaje semejante en 1lo0S ==
tres diferentes perfodos de incubacién, lo cual estuvo de acuer
do con la sobrevida de los animales que fué del 100%; es de:ir,
no hay relacién entre el diferente pericdo de incubacién de e
tas cepas y las lesiones producidas, ya que no se incrementaron
y siempre se mantuvieron entre 50% y 60%.

En relacidn con la cepa AHM 1 pudimos observar quelésta tuvo -
una sobrevida entre 60% y 71% y el nimero de lesiones se encon-
tré entre 60% y 66%, es decir aparentemente hay una relacidn en
tre el nimero de lesiones y la sobrevida de estos animales, lo

cual nos estéd indicando el dafio producido al instalarse en el

intestino por la colonizacidn amibiana.

Al estudiar la cepa HM 531 y correlacionarla con el indice de -
virulencia y sobrevida de los animales, pudimos observar que «
si hubo relacidén inversa entre estos dos pardmetros, ya que a

los B dias de fincubacién la sobrevida fué mayor, y menor el nd
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mero de lesioﬁes. sin embargo, a los 15 dign 8e mantuvo la sobre
vida y se incrementd el indice de virulencia, lo que no sucedié
a los 30 dias de incubacidn, ya que la sobrevida disminuyd y se
mantuvo el Iindice de virulencia, por lo que podriamecs inferir -
que el {ndice de Neal nos indica el grado de virulencia en wuna
cepa desde el punto de vista cualitativo, pero no desde el pun-

to de vista cuantitativo.

Por lo que respecta a la cepa HM 1 aparentemente fué la que pro
dujo el nGmero de legicnes més importantes, determinado - - - -
por los porcentajes obtenidos en el indice de Neal donde no ~-
exigstié ninguna correlacién con la sobrevida de los animales, -
ya que ésta se mantuvo entre un 70% y 100% y el nimero de lesio
nes observadas dié un {ndice claramente mas importante a los 30

dias de incubacidén que a los 15 y 8 dias.

Por lo que respecta al t{tulo de anticuerpos de acuerdo a los -
estudios de Rfos (33), este demostrd que hay una relacidn con
respecto al diferente perfodo de incubacién. Come pudimes obser
var en cl ¢usdre 5, los titulos de anticuerpos fueron diferentes
en las cinco cepas estudiadas, donde aparentemente en la cepa -
PM 4 no se presentd un lncremento en relacidén con los tres pe-

riodos de incubacién manteniéndose en forma més o menos constan
te. Por lo que respecta a la cepa PM 5§ los titulos se vieron -
elaramente incrementados con respecto al tiempo de incubacidn -

Yy en alguno de los animales mostraron t{tuleos mds altos en rela
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cién a los observados con la cepa PH 4,

El anélisis de los resultados con respecto a los t(fulon obser-
vados con la cepa AHM 1 mostrd también una cinética especifica
donde éstos fueron incrementados con respecto al tiempo de in-
cubacidén siendo més elevados en los dos primeros tiempos de in-

cubacién,

En relacibébn a la cepa HM 531 la cinética observada pnos prepenC6
un incremento en el tftulo de anticuerpos en los periodos de in
cubacidén que seguramente fueron los titulos mAs sltos obtenidos
en nuestros estudios, donde desde los B dias se presentS una -
reaccién inmunolégica importante la cual fué incrementads y a -
los 30 dias todes los animales presentaron titulos muy bajos, -
1o cual nos esté indicando que posiblemente este lote de anima-
les presentd un rechazo a la formacién de anticuerpos o bien en
ese momento la técnica no fué la senslble que nosotros hubiéra-
mos querido, basAndose en el hecho de que la sobrevida fué del

60% y,el nimeroc de lesiones correspondié al 55%.

Por lo que respecta a la cepa HM 1 los titulos de anticuerpos -
no fueron incrementados con respecto al tiempo de incubscién y
presentaron valores semejantes a los observados en la cepa PM 4
Podriamos inferir que las capacidades antigénicas estén presen=-

tes en las cinco cepas.
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Ei tratamiento estadistico de los resultados encontrados con res
pecto al nimero de lesiones después de 30 dias de incubacidn fub -
prezentedo en el cuadro. 6, donde pudimos observar gue hubo diferens-
cias estad{aticamente significativas entre la cepa PM 5 y HN 1,
asi como con la cepa HM 531 y HM 1; por otro lado, al llevar a
cabo el tratamiento estadistico con el titulo de anticuerpos en
estos animales, después de 30 dias de incubacidn las diferen --
cias se observaron entre la cepa AHM 1 y la cepa PM 5, as{ como

la HM 1 y HM 531; y la cepa PH 4 y PM 5,

Con respecto a las lesiones presentadas en el cuadro 7 después =
de 15 dias de incubacidén, pudimos observar que no hubo diferen-
cias estadisticamente significativas entre ellas, sin embargo,-
el titulo de anticuerpos presentes en cada una de las cepas, 8
mostrd diferencias estadisticamente significativae entre la ce
pa PM5 y la cepa PH 4&; entre la cepa AHM 1 y la cepa PM 4; en~-

tre la cepa HM 531 y las ccpas PM 4, PH 5 y AHM 1,

El andlisis estadistico del nimero de lesiones después de 8 ~=
dias de incubacidédn en el intestino de los animales se presentd

en el cuadro 8, la cual mostrd diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre la cepa PM 4 y la AHM 1; con la cepa AHM 1 y
la HM 531; asi como la cepa HM 531 con la HM 1. Por lo que res-
pecta a los tituloe de anticuerpos, la cepa HM 531 presenté dji
ferencias estadfsticamente significativas con las tepas PM 4 y

la AHM 1,as{ como la AHM 1 y l1a HM 1 con la cepa PM 4,
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La cinética de rormacién de anticuerpos y numero de lesiones en
los tres perfodos de incubacidn presentado en el cuadro 9 moLtrd
que para la cepa PM 4 el nidmero de lesiones determinade de acuer
do al indice de Neal, se vieron incrementados, sin embargo al -
llevar a cabo el tratamiento estadistico, éste no mostrd dife-
rencias estadisticamente significativas, aunque al llevar a ca
bo este mismo tratamlento con los titulos de hemaglutinacion, =-
estos seflalaron que habia diferencias estodisticamente signiti-
cativas entre los periodos de incubacién de 8 y 15 dias. En rg
lacidén*a la cepa PM 5 los resultados mostraron en el tratamicn-
to estadistico estar de acuerdo con e1 Indice de Neal, deterai=-
nado mediante la férmula establecida por él, ya que no hubo di
ferencias estadisticamente significativas entre el nimero de lg
siones y el periodo de incubacién asf como lo relacionado con

el titulo de anticuerpos.

Por lo que respecta a la ceps AHM 1 el nimero de lesiones produ
cidas en los animales tratados estadisticamente, asi como el tf
tulo de hemaglutinacién, mostré resultados semejantes a los ob-~
tenidos por el Indice de Neal donde no Be presentaron diferen-~

cias en los tres perfiodos de incubacién.

En cuanto a los resultados obtenidos con la cepa HM 531, el ni-
mero de lesiones no mostrd diferencias estadisticamente signifi
cativas, no as{ lo relacionado con el tftulo de hemaglutinacién

a los 8 dias con respecto 8 los 15 dfos y obviamente con respec
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to a los 30 dfss, aunque ya sabemos que aquf los animales res--
ponden muy lentamente, El tratamiento estadistico presentado =~
de acuerdo al nimero de lesiones producidas por la cepa HM 1, =
nostrd diferencias estadisticamente significativas entre los 15
dias y los 30 dias de incubacidn, lo cual estuvo de acuerdo con
el indice de Neal determinado, sin embargo los titulos de hema-

glutinacién no fueron estadisticamente significativos.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES,

1.~

Se estudié la sobrevida de los animales inoculados en las cin
co diferentes cepas estudiadas. Con respecto a E, Chattoni =
cepa PM4, esta presento una sobrevida del 50% despuése de 30 -
dfes de incubacidén. E.histolytica cepa AHM1 y E.histolytica
cepa HM 531 mostraron una sobrevida del 60%; y lae cepas E,.
chattoni PM5 y E. histolytica HM1l, tuvieron una sobrevida ma

yor gque fluctud entre el 100% y el 80% respectivamente.

En relacién a la sobrevida de los animales inoculados con un-
perfodo de incubacién de 15 diaa, E.chattoni cepa PM4 y E, -
histolytica cepas AHM1 y HM 531, manifestaron valores scnejan
tes, entre el 71.42% y B5.71%; y E, chattoni cepa PMS y E, -

histolytica cepa HM1l presentaron el 100% de sobrevida.

AHM1, HM 531 y HMl, fluctudron entre 71.42% y 85% y E, chatto-

ni_cepa PMS presenté el 100% de sobrevida.

Con respecto a las lesiones observadas después de 30 dias de
incubacién E,histolytica cepa HM1 fué la que presentd un por

centaje mayor de ellas, incrementdndose a medida que aumenté
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el tiempo de incubacidn, le cual fué semejante en E,chattoni ce-
pa PM4. E. chattoni cepa PMS y E. histolytica cepas AHML y HM 531

no mostraron diferencias en el nimero de lesiones después de los

diferentes tiempos de incubacidn.

5,-Con respecto a los titulos de hemaglutinacién en los tres perio-

dos de incubacién, E.chattoni cepa PM4 presentd titulos constan-

de anticuerpos mayores, pero sin modificarse en forma importante
E.histolytica cepa AHMl incrementé tfitulos de anticuerpos difew--
rentes aumenténdose de acuerdo al perfodo de incubacién. Un com
tica cepa HM 531 aumentS su tftulo de anticuerpos después de B8 y
15 df{as de incubacién, sin embargo después de 30 dias, éstos no

se vieron incrementados, probablemente la falta de respuesta de

los animales se debld a una tolerancia del antigeno,

6.~ Al estudiar ¢l nimero de lesione; presentadas en los animales -
inoculados desde el punto de vista estadistico se observé que des
pués de 30 dfas de incubacién, E.chattoni cepa PM4 y E.histolyti-
gg cepa HM 531 tuvieron diferencias estadisticamente Bignificati-
vas con respecto a E. histolytica cepa HM1; y a su vez los titu--
los de anticuerpos obtenidos con E.histolytica cepa HM 531 presen

té diferencias estadisticamente significativas con E.histolytica-

cepas AHML y HM 531; y E. histolytica cepa AHM1 también lo hizo -

7.-El numero de lesiones presentadas en los animales inoculados -

con las cinco c¢epas en estudio después de 15 dias de incubacidn
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revelaron desde el punto de vista estadistico que no hubo dife

rencias con ninguna de las cepas, no asfi el titulo de anti:uer

El tratamiento estadistico del niimero de lesiones presentadas -
en los animales inoculados con las cinco cepas después de 8 dfas

de incubacién mostré diferencias estadisticamente significati-

’

cién al titulo de anticuerpos durante este perfodo de incuba-
cién, E,histolytica cepa HM 531 presenté diferencias estadis-
ticamente significativas con E.chattoni cepa PM4 y E histoly-
Lica_ AHM1; As{ mismo E.histolytica cepa HM1 y E.chattoni ce

pa PM4,

Este estudio desde el punto de vista histopatolégico hizo ver
que las alteraciones presentadas en el higado y en el intesti-
no de loe animales inoculados, la lesién m&s frecuente fué la
inflamacién granulomatosa en higado y las alteraciones en las -
microvellogidades del intestino con apleanamiento y degenera ~-

cién de ellas.
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10.- La microscopia electrénica del intestino de las ratas inocula
das, mostrd un detalle mds fino de alteraciones en las micro-
vellosidades, ademés de una gran proliferacidn de leucocitos y
células plasmdticas, lo cual nos hable de una inflamacién agu-

da,
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