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Resumen

La utilizacién de los modelos experimentales in vivo en la
amibiasis, ha proporcionado informacién importante sobre
los mec involucrados en larelacion huésped-parésito
que determinan la produccién de la enfermedad. En el
laboratorio se han utilizado varios roedores para estudiar la
amibiasisintestinal y la hepdtica. Parala primera, el modelo
del “asa cecal lavada y cerrada” en el cobayo y el hamster ha

sido util para el anlisis de las etapas tempranas del dafio a
la mucosa. También se ha logrado producir lesiones tempra-
nas intestinales en el jerbo por inoculacion intracecal de
amibas en cultivo monoxénico. Para los modelos de amibiasis
hepdtica, se han utilizado el hdmster y el jerbo como animales
susceptibles, y laratay el cobayo como animales resistentes.
El andalisis morfolégico de las lesiones hepaticas en los
animales susceptibles mostré quelas célulasinflamatorias del
huésped participan en la produccion del daifio hepatico. La

Summary
Invivo experi Jor biasis have provided
important information about the mechanismsof host-parasite
interaction which determine the production of disease. In the
laboratory, several species ofrodents have been usedto study
the intestinal and hepatic amebiasis. For the former, the
model of “washed-closed cecal loop” in guinea-pig and
hamster has been usefil to study the early invasive events. In
gerbzlswe alsoproduced early intestinal lesions by intracecal
lation with ically cultured amebas. Hamsters

7 ol

andgerbils have been used as ptible animals for hepati
amebiasis, and rats and g -pigs as resi. imal:
Morphological lysis of hepatic lesions of bl

animals showed the role of host inflammatory cells in the
process of liver damage. The r e in the production of
liver abscess in rats and guinea-pigs is due in part to the
action of polymorphonuclear leukocyles in the rat and the

resistencia a la produccién.de absceso hepatico amibiano en
ratas y cobayos se debe en parte a los leucocitos
polimorfonucleares en la rata y los macréfagos en el cobayo.
Lacompleta caracterizaciony estandarizacion de los diversos
modelos de amibiasis en roedores constituyen las bases para
otros estudios biomédicos de importancia parael control de la
enfermedad.
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macroph in the guinea pigs. Complete characterization
and standardization of the various models of amebiasis in
rodents constitute the bases for other important biomedical
studies aimed fo the disease control.
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Introduccién
La amxblasts como cualquier otra enfermedad causada por
microor 5, es el Itado de interacciones complejas
entre Jos factores de patogenicidad del parasitoy de resisten-
cia del hospedero, cada uno gobernado por miltiples y
variados mecanismos. En la amibiasis experimental, uno de
los objetivos fundamentales es la obtencidn de conocimientos
sobre estos mecanismos involucrados en €l proceso que
finalmente resulta en la manifestacion de la enfermedad.

El estudio experimental de la is se inicié simulta-
neamente con el descubrimiento de la Entamoeba histolytica
por Lesh a finales del siglo XIX.! A partir del reconocimiento

Trabajo de ingreso, leido el 10 de noviembre de 1993.

de este protozoario como ¢l agente causal de la disenterfa
amibiana y del absceso hepatico amibiano en el humano, se
han realizado multipies intentos para reproducir la enferme-
dad en animales de laboratorio. A pesar de todo, en la
actualidad todavia no existe un modelo animal que repro-
duzca la amibiasis tal como ocurre en el humano, esto es, que
a través de la administracion oral de quistes, se produzca el
desenquistamientoy formacidn de trofozoitos a nivel del ileon
terminal, y el consecuente dafic al intestino grueso y otros
organos, principalmente el higado; de cualquier forma, los
modelos in vivo de amibiasis actualmente en uso, han propor-
cionado informacién importante sobre aspectos biomédicos
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diversos, como la evaluacion de la capacidad terapéutica de
antiamibianos, la determinacién del potencial invasor de
aislados amibianos, el estudio de la patologia, la patogénesis,
la respuesta inmune del hospedero y pruebas de
inmunoprofilaxis, entre otros.

Antes de la introduccion del cultivo axénico de trofozoitos
de E. histolytica, 1a inica posibilidad de infectar animales era
lainyeccién intracecal, intrarrectal o intrahepitica directa de
amibas mezcladas con abundantes y variadas bacterias, que
con frecuencia llegaron a enmascarar los resultados por la
adicion de factores inespecificos al sistema. El cultivo en
condiciones axénicas de la E. histolytica® marca el inicio de
una serie de importantes aportaciones a nivel de biologia
celular, molecular y gendtica de este protozoario parasito.

Las primeras investigaciones en amibiasis experimental
in vivo se realizaron en perros y gatos,>* y se obtuvieron
conclusiones importantes respecto a la enfermedad; sin
embargo, enlaactualidad seutilizan poco, debido a una serie
de factores, tales como la falta de uniformidad genética de los
animales, dificultad en el manejo ¢ insuficiente nitmero de
animales.

La disponibilidad actual de varias especies de roedores
bien caracterizadas, en condiciones uniformes y susceptibili-
dad aceptable a la E. histolytica, ha sustituido en gran parte
el uso de perros y gatos en la experimentacion amibiana. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, no existeunasola
especie de roedor enla que se reproduzca o simule todoel ciclo
completo de la enfermedad. En general, los animales suscep-
tibles a la amibiasis intestinal son diferentes a los que se
utitizan para el estudio de la amibiasis hepdtica. Asi, gran
parte del conocimiento sobre diferentes aspectos de la enfer-
medad proviene de la integracién de datos obtenidos de
madelos animales particulares con caracteristicas especiales.
Como se ha reportado, pueden existir diferencias importantes
en susceptibilidad aun enuna misma especie de roedor.* Esto
se observa mas comunmente en los estudios experimentales
de amibiasis intestinal, en donde la flora microbiana estd
poco caracterizada y en general se considera que constituye
un factor adverso a los pardsitos. A pesar de la existencia de
varias limitaciones en el uso de roedores en la amibiasis
1, hay les utiles.y Ia seleccién del roedor
dependera del objetivo especifico que se busque.

EnelDepartamento dePatologia Experimental del Centro
de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional, se han realizado muy diversos estudios
sobre la amibiasis a nivel experimental utilizando varias
especies deroedores. Inicialmente, estuvieron encaminados a
1a caracterizacion morfoldgica del modelo intestinal y hepa-
tico de amibiasis, y se utilizaron animales tanto susceptibles
como resistentes a la infeccién amibiana. Posteriormente, los
modelos in vivo caracterizados han tenido multiples aplica-
ciones dentro de diversos problemas biomédicos. En el pre-
sente trabajo se realizo una recopilacion de varios de los
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conceptos y aportaciones que s¢ han obtenido con la utiliza-
cion de estos modelos fes en el Depar

Modelos de amibiasis intestinal
experimental

Laobtenci6n de un modelo de amibiasis intestinal en roedores
ha sido mas compleja que el modelo hepatico. Los estudios
previos en donde s describen modelos de amibiasis intestinal
en roedores (ratas, ratones y cobayos) se refieren a la
produccién de lesiones intestinales con indculos amibianos
poco caracterizados y mezclados con otros protozoarios y
abundantes bacterias, asi como otros microorganismos. Esta
falta de caracterizacién del indculo, aunado con el poco
conocimiento sobre el contenido cecal del propio roedor, son
factores que influyen en la gran heterogeneidad y poca
confiabilidad en los resultados. No existian en la literatura
modelos de amibiasiz intestinal en donde se produjeran
lesiones o tlceras tipicas con indculos amibianos celtivados
en condiciones axénicas o monoxénicas, En el laboratorio,
Anaya-Veldzquez y cols® desarrollaron un modelo en roedo-
res (hdmsteres y cobayos) para la produccion de lesiones
intestinales amibianas tipicas, con trofozoitos de . histolytica
cultivadas en condiciones axénicas y monoxénicas. Este
modelo llamado “asa cecal lavada y cerrada™ requiere de
cierta manipulacién quirirgica del animai de experimenta-
¢ién y constituye un estudio relativamente agudo, ya que el
animal no sobrevive mas de 72 hrs. post-inoculacion, debido a
que el transito intestinal normal est4 detenido por la ligadura
que se hace a nivel de la unién ileocecal. De cualquier forma,
este modelo ha sido de gran utilidad para el conocimiento de
las etapas tempranas de la interaccion amiba-mucosa cecal y
el inicio delasilceras intestinales amibianas. En los estudios
a nivel de microscopia Optica y electronica de las etapas
tempranas dela lesién intestinal sedeterminé quelosleucocitos
polimorfonucleares participan en la posible extension de la
lesion, '

Otro modelo estudiado en ¢l laboratorio es el de la
amibiasis intestinal en jerbos (Meriones unguiculatus). Este
modelo habia sido previamente reportado por Chadee y cols'™
2como susceptible de amibiasis intestinal, sin embargo, en
sus estudios no se especifica claramente el tipo de indculo que
se empled y el estudio morfologico que presentan no muestra
dafio o lesiones tipicas en la mucosa intestinal de estos
animales. En nuestro laboratorio se realizo un estudio con
gran nimero de jerbos y se determiné que estos animales son
efectivamente susceptibles a la produccion de lesiones intes-
tinales cuando se inoculan intracecalmente con trofozoitos
cultivados monoxénicamente.”” En el analisis morfoldgico
secuencial que se realizé se determiné que estas lesiones
amibianas, aunque tipicas, fueron superficialesy temporales;
asi, se observé que a las 96 hrs. después de la inoculacién
intracecal ya no se detectan lesiones, sugiriendo que, en este
animal, el dafio de la mucosa cecal no es muy intenso, se

451



autolimita y se cura espontdneamente. Las bacterias
(Clostridium symbiosum) presentes en los cultivos
monoxénicos de E. histolytica no produjeron por si solas
ningin dafio de la mucosa cecal, por lo que se pudo descartar
en parte su posible papel en este modelo experimental.

Modelos de amibiasis hepatica
experimental

El primer modelo experimental de amibiasis hepatica fue
publicado por Reinertson y Thompson en 1951 utilizando
hamsteres.™ Debido a que el cultivo amibiano que se usé se
creci6 con bacterias, los himsteres fueron inicialmente vacu-
nados por viaintraperitoneal con una suspension de bacterias,
antes del reto con el aislado amibiano. Este se aplic ya sea por
inyeccion directa al higado o por la vena porta. Los autores
muestran los grandes abscesos que se producen en estas
condiciones. A partir de este reporte, se han realizado
numerosos estudios utilizando el mismo modelo de amibiasis
hepética en el hamster.'>""” Como parte del estudio de los
mecanismos de patogenicidad en la amibiasis, hemos tenido
un particular interés en estudiar las etapas tempranas del dafio
al tejido hepatico por el pardsito. En el laboratorio realizamos
un andlisis exhaustivo de los carnbios celulares durante estas
etapas después de la inoculacién intraportal de amibas en
cultivo axénico.'®® Los resultados mostraron la produccién
de multiples focos inflamatorios agudos alrededor de las
amibas durante las etapas tempranas, la formacion posterior
de lesiones de tipo granulomatoso y la extensa necrosis
tisular. La lisis de las células inflamatorias asociadas a las
amibas sugiri6 que Ia destruccidn del tejido hepdtico se debe,
porlo menos en las etapas iniciales, a 1a accion de las potentes
enzimas provenientes de la destruccién de las células
inflamatorias del huésped, mas que a un efecto directo de las
amibas sobre los hepatocitos.

Con la finalidad de determinar si el mismo tipo de dafio
hepatico (mediado por células inflamatorias) ocurre en otras
especies de roedores, realizamosun estudio similar secuencial
en jerbos. Este modelo de amibiasis hepatica se habia
reportado como de evolucién mds crénica y con lesiones de
menores dimensiones que las observadas en hamsteres.” En
el anilisis morfologico de las etapas tempranas de post-
inoculacion de amibas virulentas por via intraportal se obser-
varon focos inflamatorios alrededor de los trofozoitos simila-
res a los descritos en los hamsteres, Sin embargo, también se
detectaron trofozoitos vivos sin asociacién con un proceso
inflamatorio en dreas de dafio al parénquima hepatico.?' Este
solo dato sugiere que en el jerbo las amibas tienen también la
capacidad de destruir hepatocitos sin la presencia de un
proceso inflamatorio, tal como s¢ ha sugerido en estudios
histopatoldgicos de amibiasis hepética en ¢l humano.”

Existen dos especies de roedores que se utilizan poco por
considerarseles como resistentes a la produccion de abscesos

hepaticos amibianos, éstos son el cobayo'y la rata. Igualmen-
te, en el pasado no existia pricticamente ningin estudio
encaminado a determinar ia causa de esta resistencia natural
alaamibiasis hepatica de estos dos roedores. Los estudios que
serealizaron en el laboratorio, utilizando cobayos, mostraron
que probablemente parte de esta resistencia natural para la
produccion de abscesos hepéticos amibianos se debe a la
accion de los macrofagos presentes en el infiltrado inflama-
torio asociado a las amibas inoculadas.?® Por otro lado,
estudios morfoldgicos realizados en ratas Wistar, mostraron
que después de la inoculacidn intraportal de amibas virulen-
tas, éstas son rodeadas por un proceso inflamatorio agudo en
las primeras horas de interaccion, y posiblemente los lencocitos
polimorfonucleares destruyen al parasito.?! En estos modelos
de resistencia a la amibiasis hepatica es necesario el empleo
de otras metodologias, principalmente inmunologicas, con el
fin dedilucidar mas claramente las causas de la resistencia del
huésped, que constituirian las bases fundamentales de la
defensa del organismo a la infeccion amibiana.

Discusién

A pesar de los grandes adelantos en la biotecnologia y la
tendencia de la investigacion actual de tratar de comprender
alos complejos organismos vivos por medio del estudio de sus
componentes mas pequefios, tendencia conocida come
“reduccionismo”, y que ha dado un gran auge ala biologia
molecular, en un futuro no muy lejano el objetivo debera ser
no sélo lo que las células puedan hacer en condiciones muy
controladas, en un tubo de cultivo (in vitre), sino cémo
funcionan en un sistema de interaccion compleja que consti-
tuyen finalmente los tejidos y los 6rganos del organismo. Asi,
los bidlogos moleculares eventualmente tendran que aplicar
sus conocimientos de componentes aislados, al funciona-
miento de las asociaciones heterogéneas caracteristicas de los
altos niveles de organizacién que forma un ser vivo,

El estudio con organismos completos o modelos de expe-
rimentacion in vivo de muchas de las enfermedades que
aquejan al hombre ha sido y seguira siendo de gran utilidad.
Enel caso de laamibiasis, mucho del conocimiento sobre esta
infeccidn parasitaria se ha obtenido gracias al empleo de
diversos modelos animales. El conocimiento claro de los
modelos ya existentes y Ja bisqueda de otros posibles modelos
de experimentacién animal en la amibiasis son objetivos
fundamentales en el trabajo de nuestro laboratorio,

A pesar de la ausencia, hasta el momento, de un modelo
“ideal” de amibiasis in vivo, ya que no se reproduce todo el
ciclo de la enfermedad en un solo animal, se¢ han podido
realizar muchos estudios tanto a nivel intestinal como
hepitico, sobre todo en el segundo. Es importante considerar
igualmente que la utilidad de los modelos no esta solamente
relacionada con la susceptibilidad del animal a la infeccion,
sino, como se ha revisado antes, los modelos de resistencia
tienen también gran importancia, ya que la informacién sobre



tos procesos o fenémenos de resistencia natural a la infeccion
amibiana podrian ser titiles para establecer bases m4s racio-
nales para estudios de inmunoprofilaxis en el futuro,

Especificamente sobre los modelos de susceptibilidad en
amibiasis,y a pesar de los grandes esfuerzos que sehan hecho,
todavia no hay un modelo de amibiasis intestinal que esté
perfec darizado y que sea compl repro-
ducible y que su evolucién clinica ¢ histopatoldgica sea
similar al del humano. Los modelos intestinales que se han
estudiado en nuestro laboratorio, son modelos agudos, en uno
(“asa cecal lavada y cerrada™) muere el animal a las 72 horas
debido al cierre del transito intestinal, y en el otro (jerbos) las
lesiones que se producen son temporales, ya que se curan
espontaneamente a las 96 horas. De cualquier forma la
informacion que se ha obtenido de ambos modelos referentes
a Ias etapas tempranas de interaccion amiba-raucosa intesti-
nal ha sido de gran interés. Parte de esta informacién se ha
utilizado igualmente para correlacionar con un modelo intes-
tinal in vitro que se ha estudiado en colaboracion con otro
laboratorio.” El analisis morfoldgico fino que se ha hecho de
las etapas tempranas de la infeccion hepética amibiana en
varios modelos experimentales, tanto los considerados como
susceptibles como los resistentes, nos ha proporcionado infor-
macién impoitante referente a los componentes celulares del
huésped que podrian estar participando tanto en la destruc-
cion del tejido hepatico o durante el rechazo de la infeccion
parasitaria. Por otro lado, la completa caracterizacion y
estandarizacion del modelo deamibiasis hepdticaen hamsteres
y jerbos nos ha permitido utilizarlos en otros diversos proyec-
tos de investigacion relacionados con la histopatologia,®
inmunologia?’ e inmunoterapia® de la amibiasis,
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