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RESUMEN

En este trabajo se toma al perro como un posible modelo animal para reproducir
en €l la enfermedad intestinal provocada por trofozoitos de E. histolytica a partir
de cultivos axénicos. Debido que hasta el momento han fallado los intentos de en-
quistar este pardsito, esta investigacién busca cerrar el ciclo biolégico del mencio-
nado protozoario en el perro.

En este modelo se inoculan concentrados de trofozoitos en el ciego, colon ascen-
dente y muy poco en el recto sigmoides mediante laparotomia media con anestesia
general. Primero se les practica exdmenes coproparasitoscopicos, se determina el
tipo y grado de parasitosis presente y se les da tratamiento con los antiparasitarios
especificos adecuados. Se realizaron ocho experimentos y en siete se logré la apari-
cién de diarrea mucosanguinolenta con presencia de quistes en las heces, lo que re-
fuerza la hipétesis del perro como modelo adecuado para el desarrollo de la
enfermedad intestinal. Los sintomas de la enfermedad ceden en un lapso de 11 a
32 dias posteriores a la inoculacién y en uno de los animales no se presentaron sin-

tomas de la enfermedad ni hubo presencia de quistes en las heces.

INTRODUCCION

Las amibas pertenecen al grupo de los protozoa-
rios, animales caracterizados por ser microor-
ganismos unicelulares sin clorofila. Este grupo
pertenece a la clase sarcodina (semejante a la car-
ne) y al subgrupo amoeba, caracterizado por pre-
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sentar seudépodos como 6rganos locomotores y
para la captura de alimentos.!

Llamamos amebiasis a la infeccién producida
por Entamoeba histolytica; esta especie pardsita
del hombre puede vivir como comensal en el
colon o invadir la pared intestinal produciendo
alteraciones que si son lo suficientemente impor-
tantes, producen diarrea aguda y disenteria ami-
biana. Los quistes representan la forma infec-
tante de la amiba y los trofozoitos la forma
invasora. Cuando los quistes son deglutidos con
los alimentos o bebidas contaminados, reciben
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la accién de los jugos digestivos que debilitan
su pared, se rompen en el intestino delgado y dan
lugar a trofozoitos metaciclicos que conservan
el mismo mimero de niicleos que los quistes; des-
pués cada niicleo se divide en dos y resulta un
segundo trofozoito metaciclico con ocho niicleos
que habita en la luz del colon. Cada niicleo se
rodea de una porcién de citoplasma y se forman
ocho trofozoitos que crecen y se multiplican por
divisién binaria. Los trofozoitos se sitian en la
luz del intestino sobre la superficie de las gldn-
dulas de Lieberkun o invaden la mucosa. Este
periodo abarca entre 48 horas y cuatro meses.?

Con la ayuda de movimientos ameboideos y
enzimas proteoliticas, las amibas penetran hasta
la masa muscular de la mucosa. En unos traba-
jos se encontrd que las amibas se introducen po-
co a poco al interior de las criptas glandulares,
lesionan la mucosa, aparecen en la ldmina pro-
pia y en el interior de vénulas y arteriolas de la
submucosa. Se menciona que a los 20 minutos
de la exposicion las amibas empiezan a dirigirse
hacia las gldndulas colénicas, a los 50 minutos
una gran cantidad de ellas se encuentran ya en
su interior y a los 60 minutos las células glandu-
lares en contacto con los trofozoitos empiezan
a presentar lesiones como disminucién en el ni-
mero de microvellosidades, aclaramiento de su
citoplasma y acortamiento de su longitud 3:4:5
Esta situacién facilita el paso del trofozoito a la
ldmina propia —sitio de menor resistencia a su
efecto citolitico— formando las caracteristicas ul-
ceras en fondo de botella. Como se menciond,
en ocasiones la amiba penetra a los pequeiios va-
sos mesentéricos y es llevada hasta el higado don-
de puede formar un absceso. Rara vez la amiba
puede llegar a pulmones, cerebro y otros érga-
nos que constituyen las localizaciones secunda-
rias o extraintestinales de la enfermedad. En la
luz del intestino los trofozoitos eliminan las va-
cuolas y demds inclusiones intracitoplasmicas,
se inmovilizan y forman quistes que adquieren
una cubierta, y originan los quistes inmaduros
mononucleados, los que contindan su desarro-
llo hasta los tipicos quistes tetranucleados que
se eliminan con la materia fecal.2

ANTECEDENTES

La amebiasis como enfermedad se conoce des-

de hace més de 100 afios. En la actualidad se con-
sidera a F. A. Losch de San Petesburgo como
el verdadero descubridor del agente etioldgico,
ya que en 1875 descubri6 en las heces de un cam-
pesino de 24 afios con disenteria unos microor-
ganismos moviles que contenfan eritrocitos
dentro de si. Al aplicar por via oral y rectal las
heces del paciente a cuatro perros, logré repro-
ducir en uno de ellos la disenteria con ulcera-
ciones de la mucosa intestinal y los microorga-
nismos en el exudado, a los que llam6é Amoeba
coli. No obstante, el autor no consideré a la ami-
ba como agente etiolégico sino como una ayuda
mecdnica que impedia la curacién de las lesio-
nes ocasionadas por otro agente causal. Se con-
sidera a Koch como el primero en afirmar que
la amiba es el agente etiolgico de la disenteria
tropical y que el absceso del higado es una se-
cuela de la disenteria amebiana.®

Se sabe actualmente que el hombre es el uni-
co reservorio de la amiba y que la fuente de la
infeccién en la amibiasis humana es el hombre;
sin embargo, Kartulis también logré producir di-
senteria experimental en gatos por inyeccion rec-
tal de heces humanas con amibas. Councilman
y Lafleur (1891) consideraron a la disenteria co-
mo una entidad clinica caracterizada por lesio-
nes definidas debidas a la amiba y propusieron
el nombre de Amoeba disenteriae. Heuber, en
1903, hizo la descripcién de los quistes de esta
amiba y Schaudinn la de los trofozoitos; la dife-
rencié de dos especies, la histolytica y la coli.
Los trabajos definitivos sobre la patogenicidad
de E. histolytica fueron realizados en 1913 por
Musgrave y Clegg, y por Walker y Sellards,
quienes suministraron quistes de E. histolytica
y de E. coli a voluntarios sanos y obtuvieron la
disenteria s6lo aquellos que ingirieron E. histoly-
tica. En 1924 Boeck y Drbohlav lograron culti-
var con éxito a E. histolytica en un medio
artificial a base de huevo, que contenia la flora
microbiana de las materias fecales. Este avance
abri6 las puertas a nuevos conocimientos, como
la preparacién de un antigeno para la fijacién de
complemento realizada por Craig en 1927.6 En
1928 Dobell describié el ciclo de vida de E. his-
tolytica en cultivos de la cepa K.28c obtenida de
un mono. En 1927 se logré la reproduccién en
el laboratorio de quistes de E. invadens por me-
dio de metodologia confiable y reproducible.” El
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principal problema para el estudio del enquista-
miento de esta amiba es la ausencia de medios
de cultivo 6ptimos para la produccién de estas
formas de resistencia en condiciones axéni-
cas.’:8.9.10.11 1 3 obtenci6n por primera vez de
un cultivo axénico se debe a Diamond, quien en
1961 logré un cultivo libre de bacterias.

Hasta la actualidad se han hecho innumerables
estudios y experimentos in vitro e in vivo para
tratar de conocer mds sobre la virulencia, pato-
genicidad, ciclo de vida y otras caracteristicas
de la amiba.3.12 Se ha trabajado en distintos ani-
males, como cobayos, hamsters, 13 cerdos, 4 mo-
nos' y otros ejernplares. Pero en dichos anima-
les sélo es posible desarrollar abscesos hepiti-
cos, pues la amibiasis intestinal no se presenta
en ellos.

JUSTIFICACION

La distribucién geografica de la amibiasis intes-
tinal es amplia y se considera una parasitosis cos-
mepolita, pues se encuentran casos en todo el
mundo pero con prevalencias muy variables. La
frecuencia de parasitosis intestinal en nuestro pais
es elevada; en 1988 la incidencia fue de 1,300
por cada 100,000 habitantes y la frecuencia de
1,250 por cada 100,000 habitantes.!® Por esto
la parasitosis por E. histolytica representa uno
de los principales problemas de salud piblica en
México y uno de los més dificiles de controlar
debido a que se halla en relacién directa con las
precarias condiciones sanitarias en que vive gran
proporcién de la poblacién del pais, aunado, des-
de luego, a los habitos higiénicos y dietéticos ina-
decuados que la hace mds susceptible a la en-
fermedad.

La fuente de infeccién en la amibiasis huma-
naes el hombre, y la tnica forma infectante por
via oral es el quiste; entonces, los mejores tras-
misores son las personas asintomaticas y los ami-
bianos crénicos, que eliminan en sus materias
fecales esta forma de la amiba. Este tipo de ami-
biasis es la mds frecuente y por esta razén la di-
seminacién es amplia en las zonas endémicas.

Se sabe bien que las amibas de la especie E.
histolytica se enquistan; este proceso habitual-
mente se lleva a cabo en el colon humano y es
posible reproducirlo en cultivos polixénicos, !
pero no en condiciones axénicas. 18 Se ha inten-

tado enquistar a los trofozoitos de cultivos axé-
nicos utilizando diferentes medios de cultivo, por
ejemplo, PEHPS!® y TP51.20 En estos medios la
mayoria de las amibas alcanzan el estado de quis-
te inmaduro, y el enquistamiento se inicia al fi-
nalizar la fase logaritmica del crecimiento.’

La diferenciacién de trofozoitos en quistes es
uno de los aspectos menos conocidos de la bio-
logia de este pardsito. Siendo el quiste la forma
de resistencia que permite sobrevivir a las ami-
bas en condiciones adversas fuera del tubo di-
gestivo del hombre, es al mismo tiempo sorpren-
dente y lamentable el poco interés que se ha de-
dicado a la investigacién de este aspecto parti-
cular de la amibiasis. El aparente poco interés
se deriva en parte de la incapacidad para produ-
cir la diferenciacién de trofozoitos a quistes en
cultivos axénicos.?1:22

En esta investigacion y basdndose en los ante-
cedentes, fue escogido el perro como posible mo-
delo animal para enquistar a los trofozoitos de
cultivos axénicos y tratar de cerrar el ciclo vital
de la amiba.

MATERIAL Y METODO

Se trabajé con ocho perros adultos con peso en-
tre 8 y 12 kg, los cuales se alimentaron con die-
ta hipercaldrica-hipoproteinica para semejarla a
la de la poblacién mds susceptible de contraer
la infeccién. Se les realizé examen coproparasi-
toscopico (CPS) mediante el cual se determiné
el tipo de parasitosis presente en el animal y se
les dio tratamiento especifico hasta obtener CPS
negativo. Para helmintiasis se aplic6 mebenda-
zol dos tabletas de 100 mg al dia en dosis tinica,
y para amebiasis o infecciones por otros proto-
zoarios, tabletas de metronidazol (400 mg) com-
binado con diyodohidroxiquinoleina (200 mg),
tres cdpsulas al dia en dosis tnica; se les aisl6
durante un periodo de tres a siete dias antes de
inocular las amibas con el fin de evitar nuevas
infecciones y eliminar totalmente el firmaco ad-
ministrado. Después se procedi6 a inocular los
trofozoitos por una de dos vias:

a) Directo en el ciego y colon por medio de la-
parotomia efectuada bajo anestesia general.

b) Inoculacién de los trofozoitos en ciego por via
rectal con la ayuda de una sonda.
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Tanto en el caso de intervencién quinirgica co-
mo en el sondeo, se les aplicé una ampolleta de
atropina para detener un poco el trdnsito intesti-
nal y dar tiempo a la implantacién de las amibas
en la mucosa del colon.

Los animales se aislaron nuevamente, se con-
tinu6 con la alimentacién antes mencionada y se
practicaron diariamente CPS a partir de la pri-
mera defecaci6n posterior a la intervencién qui-
rirgica. Las amibas se concentraron por las
técnicas de Ritchie y la de Faust, y al presentar-
se la diarrea se hizo ademds biisqueda de amiba
en fresco y CPS directo para buscar al trofozoi-
to en heces.

Los trofozoitos de amibas fueron donadas por
el doctor Victor Tsutsumi del laboratorio de Pa-
tologia del Centro de Investigacién y Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del IPN, aplicando
de 8 a 12 x 10° amibas por perro. Para los dos
iltimos experimentos se obtuvieron amibas do-
nadas por otro laboratorio del mismo Centro,
pues las del primer laboratorio habian perdido
patogenicidad segiin nos informé el mismo doc-
tor Tsutsumi.

RESULTADOS

Con excepcién del iltimo perro, todos los de-
mds presentaron cuadros de diarrea, en ocasio-
nes claramente mucosanguinolenta, de inicio
entre el noveno y el vigesimocuarto dia. Tanto
los perros infectados mediante laparotomia, co-
mo los dos infectados mediante sonda, presen-
taron la primera evacuaci6n entre el tercer y
octavo dia postinfeccién. La duracién de la dia-
rrea fue de tres a 17 dias, luego cur6 esponti-
neamente entre el onceavo y el trigesimosegundo
dia, sin importar la fecha de inicio. La cantidad
mdéxima de quistes por campo fue de 20. Estos
resultados se cotejaron con los obtenidos por el
laboratorio de andlisis clinicos de la Escuela, a
los que se les enviaron las muestras de heces de
los perros sin mencionar la procedencia, como
estudio ciego. Ahi se corroboré que se trataba
de quistes de E. histolytica.

Uno de los perros present6 heces melénicas.
Se tomaron sus heces y se dieron oralmente al
ultimo perro tratado (precisamente el que no pre-
senté cuadro diarreico y tampoco signos de in-
feccién). Este perro presentd a los nueve dias un

cuadro de diarrea mucosanguinolenta que cedié
espontdneamente cinco dias después.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cuadro clinico presente en los perros inyec-
tados con trofozoitos de E. histolytica semeja es-
trechamente la enfermedad presente en humanos
con amebiasis intestinal. Esta aseveracion se re-
fuerza por la presencia de quistes de amiba en
sus heces, cuyos hallazgos fueron efectuados por
nuestro laboratorio y corroborados por otro in-
dependiente. Ya que los animales fueron despa-
rasitados antes de inocularlos, es dificil pensar
que se trata s6lo de una exacerbacién de cepas
de amibas presentes previamente en el colon de
los perros. La transmisi6n de la infeccién de un
perro a otro por los quistes presentes en sus he-
ces, hace pensar que efectivamente pudimos ce-
rrar en el perro el ciclo de la infeccién por amiba.

Por lo anterior, se piensa que el perro es un
buen modelo para el estudio de la amebiasis in-
testinal, y puede servir para estudiar las medi-
das terapéuticas de esta enfermedad.

SUMMARY

In this work, dog was used as a possible animal
model to reproduce intestinal disease provoked
by trophozoites of E. histolytica from axenic cul-
tures. Up to date, the attempts to obtain cysts
of the parasite have failed, and the present work
aims to close the biological cycle of the proto-
zoan in an animal model. First, coproparasitos-
copic assays were performed, actual parasitosis
was determined and specific treatment given.
Concentrated trophozoites were inoculated in ce-
cum, colon and less in rectum by means of la-
parotomy under general anesthesia. Eight
experiments were done and blood-mucous diar-
rhea developed in seven of them, with presence
of cysts in feces which reinforces the hypothe-
ses of the dog as a model for the study of ame-
biasic intestinal disease. Symptoms clear in 11
to 32 days and in one dog they did not appea-
red, nor the presence of amoeba cysts in feces.
In this dog, the clinical picture could be obtain-
ed by giving feces of one of the infected dogs
mixed with food. It is concluded that the dog is
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good model for the study of human intestinal di-
sease due to E. histolytica.
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