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Aportaciones al
conocimiento de la
amibiasis mediante
estudios experimentales
en hamsters

MIGUEL TANIMOTO-WEKI*

En 1971 se logrd producir, por primera vez, en el Centro
de Estudios sobre Amibiasis, dirigido per el Maestro
Bernardo Sepiilveda, lesiones en higado de hamsters
mediante inoculacién de Entamoeba histolytica de la
cepa HK-9 NIH cultivada en medio anéxico.Tal estudio
confirmé que aunque Entamoeba histolytica proceda de
cultivos bacteriolégicamente estériles es capaz de pro-
ducir lesiones caracteristicas en ¢l hamster, a pesar de la
creencia, general hasta entonces, de que el pardsito ne-
cesitaba el concurso de bacterias asociadas para ejercer
su efecto patdgeno.!?

La cepa utilizada en estos experimentos fue la HK9,
de escasa virulencia por lo que se requirieron grandes
cantidades de trofozoitos (12.5 x 10°) para la produc-
cién de lesiones; éstas fueron pequefias y de evolucién
lenta a diferencia de las lesiones secundarias a la inyec-
cién intrahepdtica de amibas con Fusobacterium
symbiosus.

Estos estudios, confirmados posteriormente por Dia-
mond y col. con cepas de amibas de distinta virulencia,
demostraron que Entamoeba histolytica tiene poder
patégeno propio.? Por otra parte, los resultados anterio-
res no invalidaron el hecho, bien conocido, de que la
virulencia de la amiba puede ser exaltada considerable-
mente por la asociacién de diversas bacterias.
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Una vez comprobada la accin patdgena que Enta-
moeba histolytica cjerce por sf misma, el siguiente
avance consistié en la demostracién, por Mattern y
Keister, en 1977, de la mayor susceptibilidad del hams-
ter recién nacido a la infeccién amibiana.*

A partir de tal conocimiento, los trabajos del Centro
de Estudios sobre Amibiasis demostraron que varias
cepas de amibas de origen mexicano, en especial las
denominadas HM1, HM2 y HM3-IMSS, tienen patoge-
nicidad variable en hamsters lactantes. Estos experi-
mentos tuvicron como finalidad determinar el nimero
de amibas necesarias para producir lesiones en dichos
animales y efectuar estudios de induccién de inmunidad
activa. Con tal fin se inocularon trofozoitos por medio
de una aguja calibre 27, que se introdujo por debajo del
borde costal, aproximadamente 3 mm dentro del parén-
quima hepético; cuando se empled la cepa HMI fue
necesario inyectar 20,000 trofozoitos para producir le-
siones en el higado en 94 .4 por ciento de los animales;
con la cepa MH2 se requirié una cantidad diez veces
mayor de trofozoftos para obtener lesiones en un por-
centaje similar al del grupo anterior y con 200,000
amibas de la cepa HM3 se obtuvieron lesiones sélo en
21 por ciento de los hamsters inoculados. A partir de
esias observaciones se ha utilizado, por numerosos in-
vestigadores de diversos centros y para diferentes pro-
positos el inéculo de 25,000 amibas comoe un mimero
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convencional en ¢l desarrollo de lesiones en el hamster
lactante.*

Los hamsters fueron sacrificados una semana des-
pués de inoculados y se practicaron estudios macroscd-
pico e histolégico de las lesiones; en éstas se apreciaron
dos alteraciones, fundamentalmente: necrosis y forma-
cién de granulomas, El grado de necrdsis fue paralelo a
la virulencia del par4sito y en las amibas con virulencia
atenuada hubo predominio de las lesiones granulomato-
sas, que evolucionaron espontineamente a la curacidn.
El hallazgo de granulomas de etiologfa amibiana fue
descrito inicialmente en los estudios realizados en este
ceniro y ha sido confirmado por otros investigadores.’
En estos animales se hizo determinacién de anticuerpos
antiamibianos por contrainmunoelectroforesis, con re-
sultados positivos en todos aquellos que presentaron
lesiones amibianas.

Otra obscrvacién intcresanie derivada de las investi-
gaciones de este centro fue el hecho de que los trofozoi-
tos de Entamoeba histolytica obtenidos de portadores
asintomdticos y cultivados en condiciones axénicas o
monoxénicas carecen de poder patégeno;® para este es-
tudio se seleccionaron individuos sin lesiones intestina-
les ni anticuerpos antiamibianos a 1os que se les admi-
nistré un laxante con objeto de colectar las amibas y
éstas se inocularon directamente en el higado del hims-
ter. De los cultivos axénicos desarrollados por primera
vez por Diamond en los Institutos Nacionales de Salud,
de Estados Unidos, se obtuvo el anligeno amibiano que
se han empleado en las investigaciones sobre inmunolo-
gfa de la amibiasis experimental, cn la Gltima década,”

Uno de los primeros estudios de nuestro grupo sobre
inmunidad en la amibiasis, publicado en 1970, compro-
bd la extrema rareza de las reinfecciones por Entamoe-
ba histolytica en pacientes curados de absceso hepético
amibiano; en un total de 1021 de estos pacientes, s6lo se
registraron tres casos de reinfeccidn amibiana, lo que
corresponde a 0.20 por ciento. Sobre la base de estos
resultados, formulamos la hipétesis de que la amibiasis
invasora, al menos en sus formas graves, dejaba como
secuela un estado de inmunidad adquirida de larga du-
racién, En consecuencia, pensamos que era tedricamen-
te posible inducir, de manera experimental, la inmuni-
zacién contra la infeccién por Emtamoeba histolytica. ®

En experimentos que se llevaron a cabo a partir de
1971; en el Centro de Estudios sobre Amibiasis, demos-
tramos que la inyeccién de antigeno total liofilizado,
obtenido de cultivos axénicos de Entamoeba histolyti-
ca, o bicn la inyeccion de cultivos “vivos” de la propia
amiba conferia en los hamsters inmunidad protectora
contra la infeccién. Tal proteccidn vari6 de 62 a 87 por
ciento segiin los diferentes métodos empleados; asi, la
inyeccién de antigeno mezclado con adyuvante de
Freud proporciond el mayor porcentaje de proteccién.®
Todos los animales inmunizados tuvieron reacciones
seroldégicas positivas hacia la amibiasis. Por otro lado,
los hamsters curados de absceso hepitico amibiano

quedaron protegidos contra la reinfeccién subsecuente
en la mayoria de los casos®®

La inyeccién de suero humano inmune en los mis-
mos animales también les confirié proteccién contra la
inoculacién intrahepdtica de amibas virulentas.!®

Los estudios experimentales sobre inmunidad celu-
lar los llevamos a cabo mediante la inoculacién de tro-
fozoftos de Entamoeba histolytica en hamsters someti-
dos a la accién de drogas inmunosupresoras.!! La mayo-
ria de los animales que recibieron cortisona y azatiopri-
na, presentaron abscesos hepéticos al innocularles can-
tidades menores de amibas que las que recibieron log
hamsiers normales en los que no se desarrollaron lesio-
nes. En otras palabras, los animales tratados con subg-
tancias inmunosupresoras son més susceptibles al efec-
to patdgeno de Entamoeba histolytica,

Es preciso reconocer que todavia hay muchas lagy-
nas en los conocimientos sobre la inmunidad celular en
la amibiasis, aunque suponemos que ésta debs tener un
papel importante como mecanismo de defensa contra la
infeccién. De cualquier manera, vale la pena sefialar
que en la fase inicial de la enfermedad, la respuesta
inmunolégica a la infeccién amibiana parece ser inica-
mente de naturaleza humoral a base de Ja produccién de
anticuerpos; y que la inmunidad celular aparece, como
regla, cn la fase tardia del padecimiento,

Con estos antecedentes, en 1977 dimos a conocer los
experimentos que demostraron la induccién de inmuni-
dad protectora antiamibiana en el hamster lactante con
la administracién de antfgencs contenidos en ciertas
fracciones subcelulares de Entamoeba histolytica, Dos
de ellos, aislados mediante ultracentrifugacién y deno-
minados fraccidn ribosmica y lisosémica exhibieron,
in vitro € in vivo potencia antigénica superior a la del.
antigeno total de Entamoeba histolytica,'*

Estos antigenos s¢ ensayaron también con especies
animales superiores principalmente en primates, en
cinco monos verdes y tres monos arafias, sin que hubie-
se reaccion local o general atribuible al antigeno,

En 1985 disefiamos una investigacién para determi-
nar la capacidad inmunogénica protectora de antigeno
soluble deslipidizado en hamsters inoculados con E,
histolytica intrahepéticamente. Los resultados prelimi-
nares de este experimento indican que el antigeno desli-
pidizado obienido de cultivos axénicos de E. histolytica
provoca reaccién inmunolégica protectora en los hams-
ters, contra lainfeccién amibiana,'?
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Fig. 1. Inoculacién inteahepética, percutdnes, de trofozoftos de E. Fig. 2. Lesiones amibianas exiensas 6 miftiples en cara inferior del
histolytica. higado.
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COMENTARIO OFICIAL

GONZALO GUTIERREZ-TRUJNLLO*

Las aportaciones al conocimiento de E. histolytica y de
la enfermedad que en el hombre produce, se han incre-
mentado en forma acelerada en los 1iltimos veinte afios.
Ello se debe a un renovado interés por el estudio de esta
enfermedad, identificada hace m&s de cien afios, moti-
vado por el desarrollo de nuevas técnicas para su estu-
dio, a partir del cultivo axénico del pardsito, libre de
otros microorganismos, logrado por Diamond en 1968,
Uno de los polos de desarrollo del conocimiento de esta
parasitosis, mds importantcs en el mundo entero, ha
sido el Centro de Estudios sobre Amibiasis, fundado en
México por Bernardo Sepiilveda en 1971 y uno de los
personales claves en este Centro, ha sido Miguel Tani-

moto,
En su trabajo de ingreso a la Académica Nacional de

Medicina nos presenta un resumen de sus “Aportacio-
nes al conocimiento de la amibiasis mediante estudios
experimentales en hamsters”, Los temas abordados son
de extraordinario interés y de muy diversa fndole y por
lo tanto, muy amplios los comentarios, que sobre ellos,
se podrfan elaborar. Ante la imposibilidad de hacerlo,
por mis limitaciones personales y por el espacio desti-
nado a este comentario, me referiré exclusivamente a
las relacionadas con las siguientes Areas:

- Mecanismos de patogenicidad.

- Diferenciacidn de cepas patdgenas y no patdgenas.

- Inmunidad adquirida,

- Inmunidad inducida. :

Durante muchos afios prevaleci6 la idea de que E.
histolytica sélo era capaz de ejercer su poder patdgeno
cuando se asociaba con bacterias, Sin bien existian da-
tos en sentido contrario, como 1a esterilidad de las lesio-
nes hepéticas amibianas, ello no convencia, y no fue
sino hasta que en 1971 Tanimoto logré producir lesio-
nes hepdticas en ¢l hamster, wtilizando cultivos axéni-
cos de E. histolytica, que dicho concepto fue desecha-
do, sobre todo, cuando otros investigadores corrobora-
ron sus hallazgos.

Durante muchos afios se ha discutido si E. histolytica
¢s una sola especie sicmpre patégena, si son dos espe-
cies morfoldgicamente idénticas, una patégena y otra
no patdgena, o si se trata de un conjunio de cepas con
muy diferente virulencia. En la actualidad prevalece el
concepto de que hay cepas patdgenas y cepas no pats-
genas y dentro de las primeras, cepas con diferente viru-
lencia. Una literatura muy abundante se ha producido
en relacién a ello, pero sin lugar a dudas, los trabajos de
Tanimoto son fundamentales al respecto. En opinién de
Pérez-Tamayo, una autoridad en la materia, la produc-
cién de abscesos hepéticos en el hamster, constiluye
uno de los criterios més confiables para distinguir cepas
patdgenas y no patégenas, asl como para verificar los
resultados obtenidos con otros marcadores de patogeni-
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cidad, Tales como la aglutinacién con concanavalina, la
adherencia y la fagocitosis con células epiteliales y eri-
trocitos, e inclusive la determinacion de zimodemos,
tan en boga en la actualidad.

La inmunidad adquirida es otra drea que ha generado
grandes polémicas en el campo de la amibiasis. Se co-
nocen ya muchos aspectos de Ia respuesta inmune hu-
moral y celular pero aiin no sabemos con precisién si
ello confiere proteccién y en qué grado, al sujeto que
sufre una enfermedad amibiana, Tanimoto ha demos-
trado que los hamsters curados de una lesién hepdtica
experimental, quedan protegidos contra retos subse-
cuentes, en una proporcidn elevada de casos y que la
inyeccién de suero humano de convalecientes de absce-
so hepdtico amibiano, también les confiere cierto grado
de proteccidn, pero estos resultados no se pueden extra-
polar a la enfermedad humana no experimental, Asf por
¢jemplo, sabemos que la amibiasis intestinal no parece
conferir una inmunidad importante, pero que la amibia-
sis hepética muy rara vez se sufre por segunda vez,
aunque ésio, en opinién de algunos autores, no indica
necesariamente inmunidad, pues 1a probabilidad de su-
frir absceso hepético es relativamente baja en toda la
poblacion.

De cualquier forma, existen suficientes bases inmuy-
nolGgicas como para intentar el desarrollo de una vacu-
na contra este padecimiento, que tantos dafios causa en
nuestro pais. En este sentido, Septiveda y Tanimoto
fueron pioncros en ¢l mundo entero, cuando en 1971,
lograron inducir inmunidad protectora en hamsters,
mediante la inyeccién de antfgeno total liofilizado, A
partir de entonces, diversos ant{gencs han sido proba-
dos en diferentes modelos experimentales, por los auto-
res mencionados y por otros investigadores. De los
experimentos realizados se puede concluir que diversos
inmundégenos son capaces de inducir, en diferentes
modelos experimentales, pero especialmente en el
hamster lactante, inmunidad protectora contra la inocu-
lacidn intrahepdtica de trofozoitos de E, histolytica cul-
tivados en forma axénica, y que no se observaron fend-
menos colaterales indeseables, atribuibles a la inyec-
cién del inmundgeno. Todo lo anterior justifica cabal-
mente que se continiien los trabajos que permitan el
desarrollo de una vacuna para ser probada en seres
humanos, : o

Las investigaciones realizadas por Miguel Tanimoto
en relacidn con Ia amibiasis experimental lo haa con-
vertido en una figura destacada de 1a medicina mexica-
na e inclusive internacional. Pero ademds, ha ejercido
en forma ejemplar la medicina clinica, en ¢l campo de
la gastroenterologia.

En nombre de 1a Académica Nacional de Medicina,
le doy la més calurosa bienvenida a esta Corporacién y
le expreso mi profundo reconocimiento al hombre de
ciencia, al maestro y al clinico.
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