Investigacion basica

Estudio histopatologico de las alteraciones
hepdticas en hamsters inoculados con amibas
sin y con proteccion. Informe preliminar.

RESUMEN

Se estudiaron 240 hamsters de 2 meses de
edad y 70 g de peso promedio, agrupados en 6
lotes de 40 ¢/ u.

Un lote de 40 hamsters, sin inmunizacion
protectora, se subdividid en 5 grupos, a cada
grupo se le inoculo respectivamente por via
intrahepdtica 500 X 1% trofozoitos de E. his-
tolytica HM-531, E. histolytica AHA-I E.
histolytica HMI-IMSS E. chattoni PM 4 y
PMS35, provenientes de cultivos axénicos TYI-
S-33.

A los otros cinco lotes de hamsters previa-
mente, se les inoculo por via intraperitoneal,
500 X 103 trofozoitos de amibas muertas por
congelacion de cada cepa, tres veces por
semana durante cuatro semanas. El desafio
hepdtico se llevé a cabo 8 dias después de
terminar la inmunizacion con trofozoitos
vivos de cada una de las cepas y se les dejo 8
dias de incubacion.

El higado de los hamsters no inmunizados y
desafiados con amibas vivas, presenid gran-
des zonas de absceso. Histoldgicamente el
absceso se encontro constituido por necrosis
extensa rodeada de amibas, inflamacion
aguda y cronica, macrdfagos, fibroblastos y
linfocitos.

Las alteraciones hepdticas de los animales
protegidos presentaron lesiones mds atenua-
das como: abscesos pequefios, inflamacion
granulomatosa cronica y granulomas inespe-
cificos.

Al microscopio electrénico se comprobaron
las alteraciones histologicas, para valorar el
grado de lesion del hepatocito el pardmetro
tomado fué el grado de alteracion de la mito-
condria. Concluimos que el higado de los
hamsters inmunizados presento proteccion
inmunologica.
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Introduccion

La amibiasis es una enfermedad cosmopo-
lital, su mayor incidencia se presenta en cli-
mas tropicales y subtropicales en forma
endémica?; puede producir lesiones en el
intestino grueso, asi como tener capacidad
invasora a otros drganos, manifestindose en
la formacidn de absceso. La invasividad gene-
ralmente se encuentra acompafada por la
aparicion de anticuerpos especificos? ¢, los
cuales cominmente se utilizan para determi-
nar la presencia o ausencia de amibas’¢7, pero
no todas poseen la capacidad invasora a pesar
que existan antigenos especificos comunes en
las amibas invasoras y en las que no lo son.

Las alteraciones histoldgicas en el higado de
hamsters por inoculacion de amibas, se han
estudiado extensamente® 9 10 11 12,

la inmunidad protectora fue demostrada por
Krupp!3, Tanimoto!4 y otros!s 16 17, loseven-
tos histopatologicos que se producen no se
han estudiado ampliamente, estos nos ayuda-
ran a comprender en qué forma participa la
capacidad protectora del huésped.

Nuestro trabajo tiene el objeto de describir
las alteraciones histologicas, que se observa-
ron en el higado de hamsters, mediante los
microscopios de luz y electronicos; para
investigar la induccion de inmunidad protec-
tora indistintamente mediante la inoculacion
de tres cepas diferentes de E. histolytica y dos
cepas de E. chattoni.,
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Material y método

Se utilizaron 240 hamsters machos dorados
de Siria, que se pesaron y agruparonen 6 lotes
de 40 c/u siguiendo la técnica de numeros
aleatorios. Aproximadamente 500 X 102 ami-
bas cultivadas en medio axénico TYI-S-33, de
cada una de las cepas en estudio muertas por
congelacion, fueron inoculadas por via jntra-
peritoneal tres veces a la semana durante cua-
tro semanas (Tabla I).

Tabia !
Inmunizacién intraperitoneal de hamsters dorados de Siria
con amibas muertas por congelacidén

Lote Numero de animales Cepa de amiba Control no inmunizado
Nitmero de animales
I 40 E. histolytica 8
Cepa HM 531
1! 40 E. histolytica 8
cepa HMI IMSS
m 40 E. histolytica 8
cepa AHA-1
v 40 E. chattoni 8
cepa PM 4
v 40 E. chattoni 8
cepa PM 5
Edad de los animales 2 meses
Peso promedio de los animales 0g

ion (500 x 10%) Tr

scmana, durante 4 semanas.

Cada grupo con su control constituido por 8 animales a los que se les inocularon (500 x 103) amibas vivas por via

intrahepdtica.

A todos los animales inmunizados se les ino-
culo 500 x 10} trofozoitos vivos de su propia
cepa, asi como de las cepas restantes por via
intrahepdtica y se les dejé 8 dias en incuba-
cion, cada lote con su grupocontrol(Tabla I1)

Tabis 1

Desafio de los hamsters inmunizados pos inocolacion intrabepdtica
¢ wofozoitos vivas de las cepas en estudio

Lot | Lote 11 Lote HI Lot IV Lote V Control N
£ histolytica £ histalytica E. histolytica E. chattoni E chateoni o ade
Cepa HM 531 Cepa HM1 IMSS Cepa AHA- Cepa PM 4 Cepa PM 5 munizado
o Copu ** - Cepa ** ’ Cepu ** Ceps ** " Cepa +* .
Ni de| Li e Ni ro Ni d
imates | 0 desio | S EL e desaio "_m":f_:‘ en deafio ;‘Y:"l‘::‘ endesatio [0 T decatio [omeer] €0
con ” con con con con
L3 HM 531 & HM ) L HM 531 & HM 53 8 WM 531 ¥ HM S0
* HMLIMSS [l HMUIMSS ¥ HMI IMSS 8 HMiIMss | & #mimss |8 v idsy]
8 AHA-I E AHA-| 8 AHA-I [] AHA-I X AHA-L 8 AHAA
¥ M4 8 PM 4 11 PM 4 L] PM & L] PM 4 1] PM 4
X PMS « M5 1 (] & PMS ] PMS [ PM S

de Amibas muertas por congelacidn por via intraperitoneal tres veces a la

3 16 Trofouciton siens inarstndes bsrabepicamemte.

Después de anestesiar a los animales con éter
etilico, se les rasurd térax y abdomen para
realizar una incisién en la parte media. Direc-
tamente del corazoén, se extrajeron de dos a
tres ml de sangre y se colocaron en tubos de
ensaye. Se extrajo el higado y se examinaron
los tres lobulos para observar alteraciones
como adherencias, necrosis, etcétera.

Los cortes del higado, para ser observadosal
microscopio de luz, se fijaron en solucién de
formol al 10 por ciento del tejido hepatico con
alteraciones, se tomaron fragmentos peque-
fios de dos ml de espesor, se colocarcn en
solucion fijadora de gluteraldehido al 2 por
ciento por un lapso de 2 hs., después se pasa-
ron a solucion lavadora de fosfatos pH 7.2,
sacarosa y cloruro de calcio.

Se postfijaron en tetradxido de osmio a un
pH de 7.4, se incluyeron en Epon 812 y se
polimerizaron en una estufa a 70°C por un
lapso de 2 a 4 dias. El corte del tejido se
realizd en un ultramicrotomo MT-2, se
montd en rejillas de cobre y se contrasté con
citrato de plomo y acetato de uranilo. El
estudio al microscopio electronico, se realizd
en Zeiss M-10.

Resultados

Los higados de los hamsters no protegidos y
desafiados, presentaron en los lobulos varios
abscesos extensos, caracterizados por zonas
de tejido necrético, friable, amarillento, de
limites poco precisos mas acentuado cuando
se inoculd con la E. hisfolytica HM-531.

Los higados de hamsters inmunizados que
desarrollaron absceso, éste fue pequefio de
0.3 a 1 cm. de didmetro mayor, y localizado en
un lébulo.

Histologicamente mediante el microscopio
de luz en los abscesos hepaticos se encontré
necrosis extensa, fibrina, trofozoitos en la
porcién periférica, rodeados por células
inflamatorias de tipo agudo y crénico,
macroéfagos; fibroblastos, linfocitos y células
plasmaticas (Figuras | y 2).

Los resultados de los estudios histologicos
del tejido hepatico de los hamsters inmuniza-
dos, se encuentran resumidos en las tablas 111
al VI
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