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5.- METODD.
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1.~ INTRODUCCION.

En la capscidad invasora de E. histolytica se involucran di-
versos factores, unoe relacionados con el parésito y otros con el
huésped.

Con respecto a laos caracteres propios del parfgito, los eBty
dios de Sargeaunt, Jiménez y Kumate (10, 15, 416 y 17) han aefiala-
do el grupo iscenzimético II el que pertenece a una amiba inveso-
ra, y en relacifn sl huésped se he informado que la desnutricién
o0 veriscicnes en la dietms en animales de experimentacién favorece
la capacidad invesore de este protozoario (6, 8, 14 y 27), lo cual
no ocurre cuando los animales se encuentran bien nutridos. Aepi --
mismp se ha repertado que la inmunusupresiﬁn de animales llevads
8 cabo cun esteroides (13, 15, 23, 26 y 28) o bien suero antilin-
focito (25) se presenta con un incremento en la invasivided de es
te protozoario. Esto Ultimo se explice porgue sl suprimirse la in
flamacién por efecto de los corticoldes y el sueroc antilinfocito
la respuesta inmune interfiere con el equilibrio huésped-parésito,

Recientemente se han descrito smibes de primates con capaci
dad invasora (3 y §), en bkstas se han aislado antigenos que pre--
senten similltud ccn los obtenidos de E. histolytica de tal forms
tué la Gnica wanera de diferenclar a estos dos protozoerios es --
desde el punto de vista isoenzimhtico (18).

Los objetivos de este trabajo fueron:

1.- Investigar si E. chattoni cepa PM 5 presents el mismn --
comportamiento que E. histolytice cuando el huésped se -
encuentra inmunosuprimido o desnutrido comparativamente
con el control, lo cusl nos esteria indicando su poten--
cial de invaesividad.

2.- Determinar sl la antigenicidad de E. chattoni cepa PM 5
puede modificarae de acuerdo 8 le capacidad inmunolbgica
del huésped, cuando esth desnutrido o inmunosuprimido --
comperstivamente con un huésped control sedaladps por el

t{tulou de anticuerpos presentes.



3.~

peterminar si el fenfimenc de inmunosupresidén o desnutri-
cifin en snimales debe ser previo o establecido pars favo
recer le invasividad potencial de E. ghattoni. De ser -~
eal el efecto patogénico seria atribulrle al huéaped.

0 bien sl la inmunosupresidén o desnutricién simulténea -
a la inoculecibn amibiana es suficlente pars que se desa
rrolle la invasividad de £. chattoni, de ser as{ el efec
to patfgeno serf{s etribuirle al parésito.

Investigar 8i la patogenicidad producids por £. chattont
se encuentra en funcifn de ls edad de lps animales, es -
decir, si 1s falta de desarrollo del sistema inmune facl
lita la capacidad invesora de estms amiba, o bien éste es
un parémetro independiente,



2.- GENERALIDADES.

E. histolytica pertenece a ls clase Rhizopoda, fue descubler
ta par Shaudinn (19) y mAs terde ¥artulis la describe como E. de-
ainterise (11). Aal miema t¥sch (12) sl estudier le disenteris --
crénica ls misla de {ilceras intestinsles.

El ciclo de vids es complejo y en el se producen algunos cam
bilas marfoléglcos en el perésito; los més importantes desde el --
punto de vista médico son el quiste y el trofozoita} las formas -
intermediass el prequiste y el metaguiste son parte del ciclo bia-
légica.

La semejanze morfolégica de £. histolytica con amibas gue pa
rasitan ntres egpecies coma es el casog de E. invadens (1) en rep-
tiles, sugirié que évtms Gliimes pudieran der reacclones cruzadas
desde el punto de vists antigénico,sin embargo ésto no ha sido -~
pasible.

En el cuec de E. chatton) que parasits el istestino de primg
tes se hs reportatdo que estas amibas tlenen capacidad pera vivir
en el intestino del hombtre {(18) provaocéndole patologis digestiva.

Esto hace sugerir que en el cuadro nosolégico de ls emibia--
sile np siempre E£. pistolytica sea el agente causal ya gue morfold
gicamente estos dos protozearios son semejantes.

5§ consideramps que una buena parte de nuestra poblecidn se
encuentrs desnutride (4 y 29) es de suponer que se Pacilite el -~
inatalarse este protozoarioc en el huésped comon se ha reportade ex
perimentalnente en ratas desnutridas (27) e infectadas con E. his
tolytice, es! mismo cuande han inmunosuprimidos los animales y se
les inocule con E. histalytics las lesiones praoducidas se incre--
mentan comparativamente cor el contral.

Le similitud entigénica entre E. histolytics y £. chattoni -
determinada por reacciones cruzadas planted ls posibilidad de se-
mejanza en su comportamientp frente al huésped. Por lo gue este -
estudio sequramente darg resultsdos imteresantes, en donde los ha
llazgos vbtenidos con una amiha sislade de primates presenta una

conductna similer al de una amiba invasoras.
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3.~ ABREVIATURAS.

PM 5 cepa de E. chattoni de primate mexicanco
mg miligrama
g gramo
kg kilogramo
concentracifn molar
N concentracién normal
M1 microlitro
ml mililitro
PBS snlucion amortiguadora de fosfatos salinos pH 7.2
o¢ grados centigrados
OLa1 gradoa de libertad
n nfimero total de datos
L 4 *¢® de student
R angstrom
HE hematoxilina eceina
PAS PA-Schiff
sahi sin alteraciones histolbgicas de importancias
& menpr
HLL hiperplasia iinfumatosa ligera
HLHM hiperplasia linfomatosa moderade
HLA hiperplasia linfomatosa acentuada

int delg intestino delgado
no, nlimeroc de animales



4.~ MATERIAL.

botl.-

4.2.-

Instalaciones.

4.1.1.~ Unidad de Microscopfa Electrénica del Centro ---

Hospitalario 20 de Noviembre,

ISSSTE.

4.1.2.- Unidad de Microscop{a Electrfnics de la Fecultsd

de Medicina. UNAM,

be1.3.- Departemento de Inmunoparasitologis del Hospital

Infantil de México. S55A.

Equipo.

Microscopio de luz
Microscopio electrénico
Ultramicrotomos

Cortador de cuchillass de vidrin
Espectrofotbmetro
Potencifimetro

Estufa para polimerizecibn
Autoolave

Agitedor magnético

Balanze analitica

Bomba de vacio

Gradilla p/tubos
Hamogeneizador

Incubadora

Mechero Bunsen

Membrana de

Papel filtro cualitativo
Micropipetas de

Procedador de tejidoa
Ultramicrotomo

Bafio de flotacifin

Estufa a 37 °C

Rgujas Yesle desechables calibre
Bafio de hielo

fRefrigerador
Ultramicrotamo

ZE158
ZEISS M 10 y 9

BECKMAN
CURNINGaHFDICRL MOD 5

PRESTO

BOSCH P 115
VECD

PORTTER~ELVEHJIEM
MEDI LAB MDD EH-2D4

D.22 mm MILLIPORE
WHATMAN No. 1

10, 20, 50 y 100 lambdas
AMERICAN DPTICAL MOD BOO
AMERICAN OPTICAL MOD 820
MCA. VDEHKEL

MOD HDT-27

18 X 30 mm

WHIRLPOOL
PORTTER BLUM MT-2
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4.3.- Materieles de cansumo.
Vidrioc flotedor solar gry o bronce de 6 mm de espesor
fAejillas de cobre de 300 mellas

Epon 812 MERGHK
DMP-30 MEREK
Anhidrido dodecinil succinato MERCHK
Anhidrido metil nédico MERCH
Dxido de propilenc MERCHK
Glutaraldehido MERCH
Alcohol absoluto MERCHK
Acetato de sodio J. T. BAKER
Cloruro de scdic J. T. BAKER
Veronal J. T. BAKER
Acido clorhidrico decinormal MERCH
Azul de toluidinae MERGH
Acetana MERCH
Citratoc de plomo MERCHK
Nitrato de urenilo MERCH
Acetato de uranilo MERCHK
Acldo fofotungstyco MERCH
Papel fotogréfico +ODAK
Pelicula %odak KODAK
Revelador Kodak KODAK
Fijador HKodek HODAK
Cloruro de sodio d. T. BAKER
Fosfato de sodio monobésico J. T. BRKER
Fosfato de sodio dibdsico J. T. BAKER
Flebocortid CILAG
Inmuran szathioprine SIGMA
L-cisteina SIGMA
Dextrosa J. T. BAKER
Peptona biotriptasa 810X0ON
Acido ascéirbico J. T. BAKER
Citrato de amonio Férrico 3. T. BAKER
Hidrfixido de scdio J. T. BRKER

Adyuvante completo de Freud CAPELL
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Suero bovinag BIGLAB
Mezcls de vitaminan 810LAB
Fenol J. T. BAKER
fFarmol J. T. BAKER
Extran MERCK
Alcohol etilico ebsoluto MERCHK

Material de cristaleris.

Cajes Petr! de 60 X 15 mm

Cémares de Neuwbawer (cuenta glébulaos)

Embudo tallo largo

Emhudo de porcelasna de 10 cm. de didmetrao

Matraz kitasato de 500 ml.

frascos Ambar de 200 ml.

Matraces Erlenmeyer pyrex de 125 y 250 ml,

Pipetas para glGbulos blancos

Pipetas serolfigicas graduadas de 0.1, 0.5, 1, 5 y 10 ml.
Pizatas Pasteur de 20 cm. de largo

Probetms pyrex de 100, SO0 y 1000 ml.

Termfmetro con escale hasta 100 °C

Tubos para centr{fugar de 50 ml. con tapfin de rosca
Tubos de ensaye pyrex de 15 X 125 mm con tapbn de rosca
\Uasos de precipitade pyrex de 10, 50, 100, 250 y 500 ml.
Jderinges estériles de 1, 5 y 10 ml.

Placas para hemaglutinacién limbro con 96 orificios
Frascos de capacidad de 125 ml.

Materisl biolégico.
4,5.1.- Animales de experimentaci6n,
4.5,1.1.- 180 rates LOng Evans de 1 mes de edad
con peso promedio de B0 g.
4.5.1.2.- 180 rates Long Evans de 6 meses 0 ===
edad con pesoc promedio de 180 g.
k,5.2.- E. chattoni cepa PM 5.

Instrumental de eirugia.
Tijera Mayo
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Pinzes de diseccifin con dientes
Pinzae de diseccifin sin dientes

Bistur{
Porta aguja

Hilo de sutura CATGUT 000
Violeta de genciana

Gasa

Algodén

Nave ja de rasurar
Tijera rects.

5.- METOODO.

5.1.~ Cultivo monoaxénico de E. chattond.

5.1.1.- Siembra:
5.1.1.1.-

5.1.1.2.-

5.1.1.3.=

5.11.b.-

=

Ager salino.

Se prepard agar al 1.5% con NaCl al ~-
0.7% el cual fue distribuide en fras--
cos de vidrio con tapbn de roscs en --
alicuotas de 2.5 ml. cada uno, ee este
rlliz6 a 15 iibras durante {3 ainutos
para después dejarlos enfriar en forma
inclinada.

Eritraomicing en solyciébn.

Se preparf una solucifin de eritromici-
na a una concentracibn de 5 ug/ml con
agua estéril, posteriormente se coloch
en frascos de vidrio con tepfn de ros-
ca.

Bactopeptona.

Se prepsrb una solucién de peptona sl
20% vy se esterilizd a 15 litras por 15
minutos colocéndose también en alfcuo-
tas de 2.5 ml.

Ftalato de potasio.

Se pesaron 20k g de ftalato de pufhaln,



$5.1.1.5.~

5.1.1.6.~

5.1.1.7.-

5.1.1.8.-

15

se dienlvié con 100 ml., de NaOH sl 4D%,
se ajusté el pH a 6.3 y se llevb a un
volumen de 2 000 ml,.,, posteriormente -
se esterilizd a 15 libras por 15 minu-
tos, la solucién de trabajo se utilizh
llevando a cabo una dilucién de 1:10 -
con agua estéril,

Almidén en polvo.

El almidfn es surtido por la casa Drug
Houses de Inglaterra.

Medio ¥RY,

Se preparb uns soluclbn concentrada de
la sigulente manera: 125 g de NaCl, --
50 g de Acido ci{trico monohidratado, -
12,5 g de fosfato monobdsico, 25 g de
gulfato de amonio, 1.25 g de sulfato -
de magnesis heptahidratads, 100 ml. de
bcido léctico, todo esta se disalvif y
ge llevf 8 2 500 ml. con agua destila~
da. De esta solucifin se tomaron 100 ml.
y se aediclonaron 7.5 ml. de NaDH al 40%
y 2.5 ml. de azul de bromotimol al ---
D.04%, previamente se ajustd el pH a -
7.3, y se aford a 1 000 ml. con egua ~
destilada. Se esterilizé en sutoclave
a 15 libras por 15 minutos.

Solucibn peptona 8l 10%.

Eote es el medio de cultivo que se utl
1126 para hacer crecer la cepa "8" de
E. coli, la cual fue donada por el Dr.
Sargeaunt (College of Tropicel Medici-
ne, Londres, Inglaterra).

Medio "B R".

100 m1 de medic "R" se utilizaron para
tultiver une gota de cultivo de E. coli
cepa "8" a 37 9¢ durante 48 horas, pos
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teriormente se pudo guardar a tempera-

tura ambiente durante dos meaes.

5.1.1.5.~ Medin *B R 5".

Se utiliz6 el medio "B R" mas el mismo
volumen de suero bovino, se filtrf y -

eslents = 56 °C.
5,1.1.10.-So0lucifn yodolodurada.

Se preparb mezclando 1 g de yode, 2 g
de yodurc de potasio y 300 ml de agua

deatilada,

PROCEDIMIENTO.~

5.1.2.-

Aproxiﬁadamente 50 mg de materis fecal de un pr
mate en donde se demostré le presencia de E. ch
ttoni fue sembrada en un Prasco que conten{a =--

ager selina en forma inclinada, a éste se le 80
cionb 4 gotas de eritromicine preparada comg se
tndica en el inciso 5.1.1.2; 5 mg de slmidén en
polvo y 2 ml de medio "6 R" preparado de scuerdo
al incleo 5.1,1.B y me le dejh cultivar durante

24 hores e 37 VC.
Cultivo.®
5.1.2.1,~ Agar salino.
"Lm solucién fue preparada
al inciso 5.1.1.1.
5.1.2.2.- Eritromicina en solucidn.
La solucifn fue preparada
al inciso 5.1.1.2.
5.1.2.3.- Bactopeptona.
‘La solucién fue preparads
al inciso 5.1.1.3.
5.1.2,4.~ Ftalato de potesio.
‘La solucifin fue preparade
sl inciso 5.1.1.4,
$5.1.2.5.~ Almidén en polvo.
Ver el inciso 5.1.1.5.

de

de

de

de

scuerdo -

acuerdo -

acuerdo -

acuerda -
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5:1.2.6,= Medio "R".
Cot * *'Le solucifin fue preparads de scuerdso -
al inciso 5.1.1.6.
5.1.2.7.~ Soluclén peﬁtuna sl 10%.
" "La soluclén fue preperada de ascuerdo -
 al {nciso 5.1.1.7.
5.1.2.8.~- Medio "B R".
"Le solucién fue preparada de acuerdo -
al incisa 5.1,1.8.
5.1.2.9.~ Medio "B R S",
‘La splucién fue preparada de acuerdo -
al inciso 5.1.1.9.
5.1.2.10.-50lucibn yodolgduraeda,
Le solucifn fue prepesrada de scuerdo -
8l inciso 5.1,1.10.
PROCEDIMIENTO.~
Al frasco Enn la siembra de la amihe ee le des--
cart§ el sobrenadante con pipeta Pasteur y oe le
adiciond 2 gotas de eritromicina preparada como
se indica en el incisoc 5.1.1.2, 5 mg de elmidén
en polvo, 2 gotas de peptona al 20% preparada de
scuerdo al inciso 5.1.1.3, 1.5 ml de la solucién
diluida de ftalato de potasio preparedo de acuer
do al inciso 5.1.1.4, 2 ml de medic "B R 5" pre-
parado como se indica en el inciso 5.1.1.9 y se
le dejé cultivaer por otras 24 hotass.
5.1.3.~ Subcultive.
5.1.3.1.- Agar ealino.
Lae solucifn fue preparada de ecuerdo -
al inciso 5.1.7.1.
5,1.3.2.~ Eritromicina en solucibn.
' La splucifn fue prepareda de scuerdo =
al .inciso 5.1.1.2.
5.1.3.3.- BéétupEptnna.
: La solucién fue preparsda de scuerda -
8l ineiso 5,1.1.3.
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5,1,3.4,~ Ftalato de potasia.
b * “La solucién fue preparags de scuerdo -
sl inclsc 5.7.%.4. ’
5.1.3.5.~ Almidbn en polvo.
Ver el incisag 5.1.1.5.
5.1.3,6.~ Media "R¥.
Le solucibn fue prepereds de asuerda -
al inciso 5.1.1.6.
5,1.3,7.~ Bolucién peptona al 10%.
‘La soluclén fue prepersds de scuerdo -
al incims 5.1.%.7.
5.1.3.8.~- Medio "B R,
’ ‘La salicibn fue prepsrade de stuerdo -
al inciso 5.1.4.8.
5.1.3.9.~ Medio *"8 R S".
“La salucibn fue preparads de acuerdp -
al incisoc 5.1.1.9.
5.1.3,16.~50lucién yodeindurads.
La splucifin fue preparada de acuerdo -
al inclseo 5.1.1.10,
PROCEDIMIENTD. -
Con mucho cuidado del fondo del frasco que contg
nin el cultivo de las amibas, se tomé con pipeta
Pasteur 1 gotes que e coloch en un partechjetos,
ge lp adicionb 1 gota de lugol preparado de a~--
cuerds sl inciso 5.1.1.10, se cubrib con un cu~-
brecbjetos y se hizo ls observacién al microsce-
plo del crecimiento del cultivo, las amibas via-
bles se mnstraron tefiidas per el lugol. Tambien
del fando del frasco se tomé una gota como infou
lo para hacer el segundn subicultlvo que se prepa
rb en 1a misma forme como se describid paera el -
fpirimero.
5.2.~ Investigacifin del efecto producido por la desnutricién -
al 50% en ratas Long Evans de dos pesos diferentes (80 y
180 g) innoculados con trofozoitaos de E. chattoni cepe -~
PM 5 durente tres pericdos de incubacién.
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5.2.1.~ Desnutricifin previs (7 d{ms) & la innculacién ip

5e2.2.-

trececal de la smibm y posteriormente lleveda s
cabo durante 7, 15 y 30 dias de incubacién.
Aleatoriamente se pbtuvieron 6 laotes de 10 ratas
caga unag, de dos diferentes pesos (80 y 180 g).

"Eatos fueron desnutrides restringiends su alimen

teclén =) 50% con respects al grupo control du--
rante 7 dles, Despubs de este periocdo se inocula
ron intracecslmente con 100 Q00 trofozoitos de -
E. ghattoni cepa PM 5. E1 procedimiento de desny
tricifn sl 50% fue continuamda dursnte 7, 15 y 30
dias, se anotd el peso de los enimales. Otros 6
lotes de 10 rates cade unc, de dos diferentes pg
sog (80 y 18D g) se tomeron como grupo control y
fueron alimentadas ad libltum e ilnoculados con -
100 000 trofozoltos de E£. chattonl cepa PM 5 en
igual forma gque el grups experimentsl.

5.2,1.%.~ Secrificio de los snimalea.

‘Los snimales se anesteciaron con éter
et{lico anhidro y por puncién cardiace
se tamé eangre pars le determinscién -
de antictuerpos antiamibm. Se rasurf las
cavidad sbdaminal y se coloch un anti-
sbptico cutfneo para llevar a ceba la
laparatomia en la cual se abrid la ca-
vidad abdominal con el ohjeto de deter
minar alteraciones macroschpicas y se
tomé tejido del célon, intestino delgg
go e higado psrs au estudio histapatn-
l6gicoc al microscaplo de luz y electrf
nico.

Desnutricibn simulténes a la inoculacién lntrace
cal de le @miba y posteriormente llevada a csha
durente 7, 15 y 30 dias de incubacibn,
Aleatorlemente se obtuvieron & lotes de 10 ratas
cads unho, de doe diferentes peses (BD y 180 g).
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£atos fueron innculadoa intracecalmente con ----
© 100 006. trofozaites de E. chattani cepa PM 5°'¢y -

aimulténeamente se inicié su desnutricibn alimen
thndolas al 50% con respecto sl control durante
7, 15 y 30 dias, se anotb el peso de los anima--
lea, Otros 6 lotes de 10 retas cade uno, de dos
diferentes pesos (80 y 180 g) ee conslderarcn cg
mo grupo control los cueles fueron alimentados -
ad libitum e inoculedos intracecalmente con ----
100 0O0 trofozoitos de £. chattoni cepa PM 5 en
igual forma que el grupo experimentasl.
5.2.2.1.- Sacrificio de los animales,

El procedimiento utilizado se indica ~

en el inciso 5.2.1.1.

5.3.- Determinacifn del efecto inmunosupresor originado por la
inyeccifn de Inmuran (Sigma) e Hidrocortisona (Cilag) en
ratas Long Evans de dos pesos diferentes (80 y 180 g) --
inoculados con trofozoitos deé £. chattonl cepa PM 5 du--
rante tres periodos de incubacibn.
5.3.1.~ Inmunosupreaifn ﬁrevia (7 dfes) a la inoculacibn

intracecal de la amiba y pesteriormente llevada
a cabo durante 7, 15 y 30 dias de incubacifin,
Aleatoriamente se obtuvieron 6 lotes de 10 rataa
cada uno, de dos diferentes pesos (B0 y 180 g).

Estos fueron inyectadss subcutfineamente con Inmu
ran a 80 mg kg'1 y 8 las 24 horas con Hidrocorti
sona a 125 mg kg—1, se les dejf en reposo 7 dies
y posteriormente se inocularon intrececalmente -
con 100 00O trofozeitos de E. chattoni cepa PM 5.
Ocho dfas después se inyecth subcuténeamente de

nueva Inmuran a8 le dosis antes mencionsda, a las
24 horas se inyectf Hidrocortisona a la dosis ap
tes descrita., £l esquema de inmunosupresifin se -
repitifd 7, 15 y 30 dias como periodos de incuba-
cifn despues de ls inoculacifn de la amiba, se -
anotd el peso de loa enimales, Otros 6 lotes de
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10 retes ceda uno, de dos diferentes pesos (BD y
180 g) se tomaron como el grupo control s los -~
fue se inyectd 8.5 ml de solucibn saline y se ~=
tnoculd can 100 000 trofozoitos siguiendo el mig
mo esguema experimentel.
5.3.1.1,- Sacrificio de los enhimeles.

£l procedimiento utillzado se indica -

en el inciso 5.2.1.1.

5.3.2.= Inmunoesupresifn simulténes s la inaculacién in--

tracecsl fde la amiha y posteriormente llevads a
cabo durante 7, 15 y 30 d{es de incubecién.
Aleatoriamente se obtuvieron & lotes de 1D ratas
ceta uno, de dos diferentes pesos (80 y 180 gJ.
La lnveﬁciﬁn subcuténes con Inmuren a 80 mg kg
fue simulténea e la inoculecibn intracecal con -
100 00D trofozoitos de E. chattoni cepe PM 5, a
lag 24 horas se inyectf Hidrocortisona e 125 mg
kg':, acho dias después se inyecté nuevamente In
muren y a lss 24 horas Hidrocortisona, el esque-
ma se repitif concediendo 7, 15 y 30 diss como -
periodos de incubacifin despues de la inoculacién
de la amibs, se anotd el peso de los animeles. -
Diros 6 lotes de 1D rates cads uno, de dos dife-
rentes pesos (80 y 180 g) se tomeron como el gru
po control a los gue se les inyectd 0.5 ml de sg
lucidn salina y se inoculd intracecalmente con -
100 000 trofozoitos de E. chattoni ceps PM 5 en
igual forma que al grupo experimentel.
5.3.2.1.- Sacrificio de los animales.

El procedimiento utilizedo se indica -

en el inciso 5.2.1.1.

5.4.- Determinacién del efecto inmunosupresor originado por ls
{nyeccibn de suero antilinfocito en ratas Long Evans de
dos pesos diferentes (BU y 180 g) inoculados con trofo--
zoitos de E. chattoni cepa PM 5 en tres periodes de incy
bacién,

q
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5.4.1.~ Inmunosupresién previa (7 dias) e la inoculaciénm
intracecal de ls amihs ¢ posteriormente llevaeda
a cebo durante 7, 15 y 30 dias de incubaciébn,
Aleatoriamente st obtuvieron 6 lotes de 10 ratas
cade uno, de dos diferentes pesos (80 y 180 g).
Estos fueron inyectsdos subcuténeamente con =---
D.5 ml de suero antilinfocito, se les dejé en re
poso 7 disa y posteriormente se inoculeron intra
cecalmente con 100 000 trofozoitos de E£. chattp-
ni cepa PM 5. Dcho dias después se inyectb nueva
mente en Porma subcutfnea 0.5 ml de suero anti--
linfocito, E1 esquema de inmunosupresifin se repi
ti6 durante 7, 15 y 3D dfas que fueron considera
dos como periodos de incubacifn oosteriores a 1la
inoculacién de la amiba, se anotd el peso de los
animales. Otros 6 lotes de 10 rates cada uno, de
dos diferentes pesos (80 y 180 g) se tomaron co-
mo el gruﬁu control a lps gue se les inyectl ---
0.5 ml de suero normal de conejo y se inoculd --
con 100 000 trofozoitos siguiendo el mismo egque
ma experimental,
5.4.1.1,~ Obtenci6n del suero entilinfocito.
En forma estéril se extrajo el timo de
ratas jhvenes (8 dfas), se homogenizd
y se adicionf igusel volumen de cloruro
de amonic D.85% frio. Se lavd 3 veces
con PBS preparado de acuerdo sl finclso
5.5.1.4 y subincisos, aproximadamente
8 X 107 células con adyuvante completo
de Freund fueron inyectadas en la vena
de le oreja de un conejo y cade 7 dias
subcuténeamente, Este esguema se repi-
t16 durante 1 mes. E1 conejo se dejd =
en reposn durante 7 dias y posterlior--
mente se sangrd del corszfn y se guar-
dé el suera a -20 °C. Se comprobd la -
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presencia de anticuerpos entilinfoci--
tos par le prueba de inmunodifusién de
Ouchterlonii (21),

5.4.1,2.- Secrificio de los animales,
El procedimiento utilizado se indica -
en el inciso 5.2.1.1.

5.4,2,- Inmunosupresibn simulténea a la inoculacibn in--
tracecal de ls amibs y posteriormente llevads a
cabo durante 7, 15 y 30 dias de incubscifn.
Aleatorismente se obtuvieron 6 lotes de 10 ratas
cada uno, de dos diferentes pesos (80 y 180 g).
La inyeccibn subcuténea con 0.5 ml de suero anti
lipfocito fue simulténes 8 1a inoculecidn intra-
cecal con 100 000 trofozoltos de E. ghattoni ce-
pa PM 5, Ocho d{as después se inyecté subcuténes
mente 0.5 ml de suero antilinfocito. El esquems
de inmunosupresibn se repitié a los 7, 15 y 30 -
dias constituyendo los tres periodos de incuba--
cién después s la inoculacién de la amiha, se a-
notb el peso de los animales. Dtros & lotes de 10
ratas ceds uno, de dos diferentes pesos (B0 y -=
180 g) se tomaron como el grupo control a log ==

gue se les inyectb 0.5 ml de suero normal de co-
nejo y se inoculd con 100 000 trofozoitos siguien
do el mismo esquema experimental.
5.4.,2,1.- ODbtenclén del suero antilinfocita.
Se preparfi de acuerde al inciso 5.L.1.1.
5.4.2.2.- Sacrificio de los animales.
€1 procedimiento utilizedo se indice -
en el inpciso 5.2.1.1.
5.5.~ Investigecifn de le inmunidad humoral en las rates con--
troles, desnutridas e inmunosuprimidas en forma previa y
simulténea a la inpculscién de amibas.
5.5.1.- Hemeglutinacibn pasiva.
Después del perlodoc de incubacifn = todos los 1p
tes se les extrajo sangre y se determind el titu
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lo de anticuerpos antiamibianos por hemaglutina-

cibn pasiva.

5.5.1.1.-

5¢5.1.2.=

5.5.1.3.-

545014~

Soluclfin de sleevers.

Se pesaruon 2,05 g de glucosa, 0.8 g de

citrato de sodio, 0.085 g de &cido ci-

trica y 0.42 g de cloruro de sodio, --

lps cuales fueron disueltas y se llava

ron A& un volumen de 100 ml con agua =

destilads. Se esterilizf por 10 minu-~

tos a 121 °C.

Suspensifn de glfbuleos rojos de carne-

ro.

Se tomf un volumen iguel de glObulos -

rojos de carnero y la solucifn de alse

vers ya preparada y se guardé en refri

geracibn a 4 °C durante 10 dias para -

su maduracifin.

Preparacifin del antigzno.

Se tomb 1 ml de la cepa E. chattoni --

PM 5 y se homogenizé.

Solucibn amortiguadors de fosfatos ee-

linos pH 7.2 (22).

5.5.1.4.1.- Solucifn de fosfaio de po-
tasio monobésico D0.15 M.
Se pesaron 10.20 g de fos-
fato de potasio manobAsico
y se disolvieron en 500 ml
de agua destilada.

5.5.1.4.2.~ Solucifn de fosfato de so=-

' dio dibfsico 0.15 M.

Se pesaron 20.15 g de fos-
fato de sodio dibbeicao y -
se disnlvieron en 500 ml -
de agus destilada.

PROCEDIMIENTO.~

S5e mezclaron 24 ml de la sclucidn de
fosfPatc de potesio monobésico con 76 ml
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de la solucifin de fosfete de sodio di-

bAsico y 100 ml de solucifn salina isb

ténica 8l 0.085%.

Solucibn amortiguadora de fosfatos sa-

linos de pH 6.4,

5.5.1.5.1.~- Solucifn de fosfato de po-
tesio monpobésico 0.15 M.
Solucibn preparada de acuer
do al inclsp 5.5.1.0L.1.

5.5.1.5.2.- Solucifn de fosfato de so-
dio dibhsico 0,15 M.
Solucién preparada de acuer
do B8l inciso 5.5.1.4.2.

PROCEDIMIENTD, -

5.5.1.6.=

5.5.1.7.-

Se mezclaron 67.8 ml de la solucidn de
fosfato de potasio monobésico con 32.2
ml de ls solucifn de fosfato de sodio
dibfsico y 100 ml de solucibn saline -
isotbnica sl 0.085%.

Splucibn de bcido ténico ) 1%,

Se pesn 1 g de &cido ténico y se le a-
dicionaron 99 ml de la solucifn salina
isoténica sl D.0B5%, se guardo en re--
frigeracifn a & 9c. be esta solucifn -
8e hizo una dilucifn 1:200, para tener
la solucifn de trabejo de &cido ténico
8 una dilucién 1:20 000.

Suero normal de conejo inactivedo a --
56 °C,

Por puncifn cardisca se e x trajo sangre
de un conejo de la raza Nueva Zelands
con un peso esproximado de 3 kg y se --
centrifugd a 500 X G durante 15 minu=--
tos vy se separl el suero almacenéndolo
en un frasco pera ser inactivado a8 ===
56 °C durante 30 minutos.
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5,519~

%

Suerns problemas de todaos los lotes de

‘. ratms inactivados a 56 °C,

Por puncifin cerdisca e extrajs sangre
de todos los lotes de ratas y se cenirj
fugd a 500 X 8 durante 15 minutas y se
separd el suero almscenbfndnlo en tubos
de ensaye pers ser inactivadas a 56 g
durante 30 minutaos,

Adsorcibn de los glfbulos rojos de cep
nero.

e tomaron 3 ml de los glébulos rojos
de carnero almacenados en solucifn de
aleevers estéril, se lasvsron 3 veces =~
con solucién smlina iscténica y se pre
parf una suspensifin al 2% de glfbulos
rojos de carnero,

Después se les afladié 3 ml de suers nox
mal de corein inactivado y se les dejd
repasar durente toda la nhoche en refri
geracibn s 6 °C. Al ofs siguiente se -
centrifugh a 500 X G dursnte 15 minu--
tos y se le separf el sueroc de conejo
adsorbido y se hizo une diluciéin 1:100.
Se tomb el paguete de gléibulos rojos -
de carnera y se les afiadié 3 ml de &ci
do ténico diluido 1:20 00D y se facubb
s 37 9C en 1p estufs durante 10 minu--
tos, Paoateriormente se centrifugh a --
500 X G durante 15 minutos y ae decan-
th el sobrenadante, se resuspendif en
solucibn amortiguadors de fosfatps sa-
linos pH 7.2 y se centrifugh & 500 X G
par 15 minutos, se decantd el sobrens-
dante y se resuspendid en solucidn a--
martiguadara de fosfatos salinps ~~---
pH 6.4, se centrifugh a 500 X G par 15
minutos decantando sobrenadante.
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Los glébulos rojos de carnero tanizados
se les adicioné & ml de ls solucién a-
martigusdora de fosfatos selinaos pH 6.4
y 1 ml de entigeno, se centrifugh y se
decenté el sobrenadante y se afiadib --
2 ml de suero normel de conejo adsorbi
do diluids 1:100.
Se centrifué a 500 X G y al sedimento
se le afladif nuevamente suero normal de
cone jo adsorbido diluido 1:100.
Se preparf el control positivo con 1 ml
de gl6bulos rojos de carnero tanizados
al 2% con & ml de la solucifn amorti--
guadora de fosfatos salinos pH 6.4 y 1
ml del homogenelzedo de la cepa E. cha
ttoni. E1l control negativo fue prepara
do con 1 ml de gibbulos rojos de carng
ro tanizados 8l 2% y 4 ml de la solu-=-
cibn emortiguadora de fosfatos salinos
pH 6.4, en susencia de antlgenc amibia
no,

PROCEDIMIENTO, -
Utilizando placas de Limbro se lleva--
ron @ cabo diluciones de los sueros ob
tenidos de las ratss en proporcibn lo-
garitmicea, es decir: 1:2; 1:4; 1:8; --
1:16; 1:32; 1:64; etc. teniendo como -
diluyente el suero normal de conejo egd
sorbido diluido 1:100, para lo cual se
emplearon 100 lembdas de cada suero.
Posteriormente se le afladib 20 lambdas
de glébulos rojos de carnero tenizados
al 2% forrados con el sntigeno de la -
cepa E, chattoni y se les dejb reposar
por 2L horas, después se procedih s --
realizar las lecturas de loa titulas -
de anticuerpos presentes en el suero de
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"las ratas.

5.6.~ Determinacifn de lae alteracianes histolfgicae en chlon,
» inteatino delgado e hipado en las rataa-huntrules, desny
tridas e inmungsuprimidas en Forma previa y simultdnea a

la inoculacifn de amibas.

5.6.7.-

5.6.2.-

5.6.3.=

Conservacifin de los tejidos.

‘Los tejidos extraidos se sumergieran en una solu

cibn de formol neutro al 10%.

5,6,1,1.- Solucién de formol neutro al 10%.
Se tomb la densidad del formol y de a-
cuerdo 8 éats se calculen las cantids-
dea regqueridas de formol y ague para -
tener una solucifn al10%, se tomaron -
100 ml de elle y se le afiadieron & g -
de fosfato de sodin dihbésico y se lle-
vé & un volumen total de 1 Q00 ml con
agua destilada.

Preparacion del tejido.

Se hicieron cortes seleccivnados del cblon, in--

testino e higado con ayuda de un bistur!, éstas

fueron encepsulsdos y lavedos con sgua corriente

por 24 hores.,

Procesado del tejido.

Las porclones de tejido seleccionadas fueron so-

metidas a deshidratscibn en un procesador de te-

jidos "Americen Dptical" No. 8 0OO.

5.6.,3.1.- Deghidratacifn, aclaremiento e Inclu--
sibn,
Los cortes de tejido fueron deshidrata
dos con 3 slcoholes etflicos =1 96% y
3 alcohcles sbsplutos, el eclaramiento
se llevfi a cabo con una mezcla de xi--
lol-xileno y se Incluyeron con 3 para-
finas utilizando une mAs fins paras he-
cer la incluslén del tejido y formar -
el cubo pare su corte.
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5.6.3.2.~ Corte del tejido.
Los cortes se realizaron en un ultrami
crotoma Mod. 820 “Amerlunn Opticel® «-
con un espesor de 3 micras. Posteriob-
mente se colocaron los cortes en un ba
fio de flotacién marca Vaoekel, a una --
temperatura de 46 8¢, de ah! se pasa~--
ron los cortes en un partesobjetos y se
llevaron & una estufa Mod HDT-27, @ --
una temperaturs de 50 °.
5.6.4.- Tincibn con hematoxilina essina.
Después de realizar el proceso de desparafiniza-
clén y deshidratacifn se tifb con hemstoxilina -
eosina, que consiste en:
1.~ lavar con agus destilada.
2.~ meter en hematoxilina de Ferres --
por 15 minutos.
3,- paser por sgue destilada.
4.- pasar por una solucién alcohol-8ci
do 1:1.
5.~ lavar con sgua destilada.
6.~ pasar por sgua amoniecal.
7.= laver con agua destilada.
B.~ pasar por eosina por 1 minuto.
9.~ pasar por alcohol al 95%.
10.-pasar por alcohol absolutn.
11.-pasar por alcohol absoluto.
12.-passr por xilol.
13.-pasar por xilol.
14 ,-ae realizd el montaje con rasina,
15.-8e le coloca un cubrecbjetos de -=-
24 X 40 mm para su estudio en el =
microscopio de luz.
La observacibn al microscopio de luz,
Después de haber tefildo los tejidos fueron obser
vados al microacoplo para buscar la presencia de:
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a.~ shacesao

4.~ amibas

E.—‘nenruaia

d,~ hiperplasis linfomatosa
5.64.5.~ Tincibn de PAS.

* Deapués de reslizar el proceso de desparafiniza-
cibn e hidratecifn se tifib con PAS gue consiste
en los pasos Biguientes:

1.- pasar las laminillas por solucifn
de Acido peryodico por 5 minutos.
2.~ lavar con agus destilada.
3.~ pesar por fuecine bésica por 5 mi-
nutos.
4,~ lavar con agus destilada por 10 mi
" nutos.
5.~ paser por hematoxilina por 6 minu-
tos.
6.~ lavar con agua destileda.
7.~ pasar por una solucibn de alcohol-
. Acido 1:1.
8.- lavar con egus destllada.
9.~ pasar por agus emoniacal.
10,-lavar con ague destilede por 10 mi
nutos.
11.-pasar por alcohol al 95%.
12,-pasar por slcohol sbsoluto.
13.~ pasar por slcahol absoluta.
14 ~-pgsar por xilol.
15.~pasar por xilol.
16.,-82 realizé el monteje con resina -
sintética.
17.-se 1e colocd un cubrechjetos de -~
24 X 40 mm para su estudio en el -
microscopio de luz.
Le observacifin al microscopio de luz.
Después de haber tefiido los tejidos fueron obser
vados al microscopio para buscar la presencia de:
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a.~ ahsceso
be- amibas

G+~ necrosls

d.- hiperplasia linfometosa

5.7.- Estudio en microscopis electrfinica de las muestras de ch
lon, intestino delgedo e higedo,
Un fragmento peguefio de tejido de sproximadamente 0.2 t©m
fue colocado en 5 ml de unae solucibn fijsdora por un lap

so de 2 hores.
5.7.1.- Solucibn fijesdora,

5.7.1.1.~ Solucibn de glutaraldehidoc al 2%,
’ Se tomaron 2 ml de glutsreldehido y se
le adicionaron 98 ml de mgua destileda.
5.7.1.2.~ Splucifn amortigusdora de fosfatos sa-

linos 0.1 M,

5.7.1.2.1.=~

5.7.1.2.2.-

Sclucibn de fosfato de so-
dip monobfRsico 0.1 M,

Se pesaron 2.84 g de fosfa
to de sodio monobésico y -
se disoclvieron en 100 ml -
de agues destlleda.
Solucién de fosfato de so-
dio dibésico 0.1 M.

Se pesaron 2.76 g de fosfa
to dibhsico y se disolvie-
ron en 100 ml de agua des-
tilada.

PROCEDIMIENTO. -

Se mezclaron 40.5 ml de la
spluclén preparada en el -
inciso 5,7.1.2.,1 y 9,5 ml

de la solucién prepsrada -
en el inciso 5.7.1.2.2 y -
se llevd 8 un volumen de -
100 ml con agua destilada.
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5,7.1.3.- Solucifin de cloruro de cslcio sl 1%.
Se peab 1 g de cloruro de calcio y
ge le sfAadigionaron 99 ml de mgua -
destilads.

PROCEDIMIENTD.~
Se tomeron 12 wl de la solucibén de
glutaraldehido al 2% y se le adicig
neran 88 ml de lm solucibn amorti--
guadors de foafatos msalinos 0.1 M,
mhs 10 gotas de la sblucién de clo-
rura de calcio sl 1%,

Después de cumplido el tiempo en la
solucibn fijadora &l fragmentn del
tejido fué peaado a una solucifn la
vedora, en la cusl puede dejarse has
ta uns semane en refrigeracifn.

5.7.2.- Solucibn lavadors.

5.7.3.=

5:Talte-

5.,7.2.1.~ Solucibn amortiguadors de fosfatos
salinos 0.1 M,
Esta solucién se prepard de acuerdo
al inciso 5.7.1.2 y subincisos.
5.7.2.2.- Svlucibn de cloruro de calcio al 1%.
Este solucifin se preparé de acuerdo
al inciso 5.7.1.3.
PROCEDIMIENTO, -
Se mezclaron 100 ml de la solucibn
amortiguadora de fosfetos ealings -
0.1 M con 10 g de secarasa y 10 go-
tss de cloruro de celcio al 1%.
Postfijacibn del tejido.
Una vez que el tejido estuvo en una splucifin
lavadora se procede @ una postfijacibn con te
trabxido de osmio a un pH de 7.h,
Deshidratacifn e inclusibn.
La deshidratacifn del tejido se realizb com -
elecholes a diferentes porcentsjes de dilucibn



5:7.5.~

5.7.6.-

5.7:74-

5.7.8.~
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deade 50% hasta 100%.

Le inclusibn se hiza en cépsulas de gelatina -
mezcladae con OMP-3D: enhidrideo dodecenil suce}
nico; anhi{drido meti{l nédico.

Polimerizacién del tejido,

Este se realizé en una estufa s 70 °C tonatan--
tes por un lepso de 5 a 10 dlas.

Corte del tejido.

5e talla una pirfmide de la cépsula por el pole
donde ee encuentra el tejide. En seguids se prg
paran las cuchillas de vidrio esmerilado, se cg
locan en un ultramicrotomo Portter Blum MT=2, y
se hacen cortes de 600 a 900 ﬂ de espesor.
Antes de paser al ultramicrotome se hacen cor--
tes eemifinos y se tifien con azul de toluidina,
esto es para elegir el mejor ecorte y pasarlo al
ultremicrotomo,

Montaje del tejido.

En rejillas de cobre, las cuales lleven una sus
tancla de contraste que generalmente son meta--
les pesedos, como citrato de plomo y acetato de
uranila, que es pare cuando se ve 8 tomar la -=-
placa, pues en microscopia electrfnica no hay -
color.

Observacifin al microscopin electrfnico.

Las estructuras del chlaon, intestino delgado e
higado Pueron observadas en un microscople elec
trénico Carl Zelss EM95-2,
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6.~ RESULLTADOS.

Laos incrementas producidos en el pese corporal de las ratas -~
gue fueron sometidss 8 une desnutricibn al 50% asf -
inmunoaupresor originado por la imyeccibn de inmuran-
vy suero antilinfoclite en forma Previs (7 dfas) a 18

E. ghattoni cepe PM 5 y en los que fstos esquemss de
By -

Jdévenes (80 g)
como nl efecta
thidrocortisona

inoculacifn de
desnutricién e inmunoeupresibn fueron continuados durante 7,

30 di{as se presentan en la figurs 1 A.
Cuando eata investigscibn se llevé a cabo con las ratas Adule-

tos (186 g) ain variar las condiciones entes mencionadas, los resul

tados se presentsn en la figura ? B.
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hnsnu rides (o) en forma previa 7 dias a 1» inoculecién oge amj-e
83 y continusdo el treteriento durante 7, 15 y 30 dies,



En relacifn & los resultades obtenidos con respecto a las in
crementos en el pean de las ratss inoculadas con E. ghattony FM 5

en forma Simulténes en las restricciones de alimentacifn asi como

al efecto inmunosupresor siguiendo el esquema antes citedo, se ==

presentsn en ls figura 2 A cuendo ee trabajb con les ratas Jdive--

nes (B0 g) y 18 figura 2 B muestra los resultedos cuando se utili

zaron ratas Adultas (180 g).
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tadas con inmurzn-hidrocortisona

s suero antilinfocite

(o)

y

desnutrides (o) en forma simulténea s 1o inoculacidn ce amibas y
continuace sl tratamiento durante 7, 15 y 30 cfas.
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Los titulos de enticuerpos determinados en las ratss Adultiase
controles mel como en les rates en les que ee llevarcn e cabo los
esquemas de inmunoaupresién con auero sntilinfocito e inmuran-hi-
drocartisona y una restriccibn alimentaris al 50% Previa (7 dies)
8 la inoculscifin intracecel de amibsa y en lae que fueron conti--
nuados durente tres periodos de evelucibn 7, 15 y 30 dias, se pre
sentan en las figuras 3, 4 y 5.
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T{tulos ds anticusrpes en ratas adultas tratsdss con
sueto antilinfecite, inmuran-hidracoertisons y desnu-
trides an forma previa (7 dfas) a la ineculscién de

anibas y continuades los tretamientos curante 7 dims,
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T{tulos de anticuerpas en ratas edultae tratadas con
suero antilinfocito, innuran-hidrocortisocna y desnu-
tridas en forma pravie (7 dias) s 1a inoculacién de
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T{tulos de anticuerpos en ratas adultas tratadas con
susro antilinfocito, inmuran-hidrocortisons y desnu-
tridas en forma pravia {7 dfas) » la inoculacién de
smibas y continuados Jos tratamienta durante 30 dfes.
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Los resultasdos de los tf{tulpe de anticusrpos logrades cuanda
se utilizaran ratas Jovenes en iguales condiclones a las arribe -~

megncionadss se presentan en las fFiguras 6, 7 y 8.
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Tftulos ds anticusrpos sn ratss. jévenes tratades cen
:u:;o nntxttnfoctto. 1nzur-?-h§nrocortiaann y desnu~
Tides on forme previs (7 dfas) a la inaculecidn
anmibas y continuades les tratamisntas dur-nts g d?i..
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Ti{tulos de anticuerpos sn retss jévenes tratadss con
suero antilinfoeito, inmuran~hidrocortisona y desnu-
tricas en forma previa (7 dies) s la incculscién de
snibas y continusdos los. tretanisntos durants 15 dias
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T{ftulos de snticuerpos en retss jdévenes.tratadas con
suero antilinfocito, inmuran-hidrocortisona y desnu-
tridas en forma previs (7 dfas) a la inoculacién de
smibes y continuados los tratemisntos dursnte 30 dfes.
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Le inoculacién intracecal en ratae Adultas con E£. chattoni -
PH 5 en forme Simulténea seguldo de los tres esquemas experimentp
les ya menclionados sei{ como de su control can respecto al t{tula
de mnticuerpos del suero se presentan en ls figura 9 cuando el pg
riodo de incubacibn fue de 7 dias, la figura 10 nas muestra los -
resultados obtenidos cusngp el periodo de incubacibn Fue de 15 --
dfaa, ssf{ como le Figura 11 presenta los resultados chtenidos des

pubs de 30 diss de incubacién.
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T{tulas ds snticuerpss en rat dultes trat
suere antiltnfactt-f 1nnurn;—g;d;¢ggrg;ao£: ;d;:.ng
trides sn ferms simultdnes a ls ineculacién de amibay
y centinuades les treterientss durente 7 dfas.
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T{tulos, de gnticuerpus. en ratas adultas tratedss con
asuerc antilinfocito, inmuran-hidrocortisona y deanu-
tridas en forme simulténes a Is inoculacidn de ami--
bas y continupdos los trstsmientos durante 15 dfss,
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controt  ontilirfocito  hidrocortisona  desrutridos

Tftulos de anticuerpos en rates adultss: tratadas con
suero antilinfocito, inmursn-tddrocortisonas y desnu-
tridas:en forma simultines a la inoculscién ds ami--
bas y continusdos los tratamientos durante 30 dfass,
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Las Piguras 12, 13 y 14 presentan los resultados obtenidos -
de los tf{tulos de anticuerpos del suero en las ratms controles y
en las ratas experimentales Jévenes en lsa que los esquemas de ==
restricclén antes mencicnados fueron Simulténeos a la inoculacién
de E. chattoni e iguslmente continuadoe durante tres periodos de

evoluclién,
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eontrol  ontilintocito  hidrotortisona  desndtridas

T{tules.de snticuerpos en ratas jévenes tratadss. con
susre sntilinfocite, inmuren-hidrecertisons y desnu-
triges an ferma simultdnea s ls inoculscidén de smi--
tas y centinuades. los tratamientes durants 7 dfass,
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T{tulos de anticusrpos en ratas jévencs tratades con
sueroc sntilinfocite, inmuren-hidrocortisone y desnu-
tridas en forma simultines s le inoculacibén de ami--

bes. y continuados los. tratamientos durante 15 dfas,
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suero
contral antilirfoclte  hidrocortisono  desnutridas

T{tulos de anticuerpos en ratas jévenes tratadss con
suero antilinfocito, inmuran-hidrocortisons y desnu-
trides en forms sinmulténes s 1» incculscidn de ami--
bas y continuados los tratamientos curante 30 dfas,
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B Con e) objeto de investigar si hubo diPerencias en titulos -
-da mnticuerpas obtenidnos antre-y deniro de los grupos experimenta
les vy pa{ como sus controles, se 1levh =& catio un snélisis de va-
rianza con ellos, £sto es mostrado en el cumsdrn 1 cuando se mane-
j6 el tratamiento Previo en las ratas Adultas, y el cuadro 2 mueg
tra los resultados obtenides cuando se utilizaron las ratas Jéve-
nes determinados durante los tree periodos de evolucidn.

Coasse |
7 dlas
Vo = 19558 *Lae 3 MY, 5108
‘F 2 8.8
Vg s 20756 Hes W Mig= 6108
‘P« 001
Vyo %325 SLy= 37 P < 0OS
15 dies
Va =104 M6 N} MV, = 3782
*F s
Va = 0257 Lae R Mve= 1570
P < 001
Vi =154 604 Ly0 38 e 005
30 dias
Vs =172 662 oL.s 23 My, = 57 554
MRS
Vo= 80 157 Lle= 38 MVe = 2372
‘p < 001
Vs 262 820 *Lis k) P < 005
'A' W:rianzs erire grupos. K¥ys tuale cu s verienin #ntre grucos.
Vo variania oentro ca Oruvpos. Vo= Fsdia co 1a verisnza oentro ce grugos.
Yy variangs tetal. "L.- Grocos ce libertad entre grupos.
s ¥y /vy “Lge Craces ca 1iberted gentro ce grupos.

®iy= Gracos ce Liberted tatsles,

varianze ds les t{tules de anticusrpes
2:?1::::ld:n ratas :dult.- sbtenides entre y dentre
de les.grupss sxperimsntales sel ceme sus conireles
cen tratamients previe {7 cles] a le fnsculmcién de
anibas..



cuaner 2
7 diss
Var 8588 SLae 3 MY, 2682
‘F «31.65
Va s 209 *Lae 2 M¥as 90
‘p < 0D
Y 11 ,= 235 P < 005
15 dlas
Vo s J06R e ] MY, s 10 230
*F 250
Vo » 12935 Lend2 MVe= 404
. ‘P 001
Vs 63620 Ly=3S p< 005
30 dlas
Vas G4 19 o, 3 MY, =21 573
MIERIRT
Van 71 587 *L,= 237 MVye 1934
‘P < 0.0
Ve =136 207 *Ly= k0 P < 005
vys Jazlange entre griges. 8,2 Lecla de Yo varlenss antre grupes
¥ge Vardanzg centro de grupes. BV e Fanla de 1s varisnze dentra du groges.
¥p® Vardengs total, ';‘- Graues ge libertac mntre grupss.
fe t‘ll'u 'll- Crades ce libertad dentre ce gripes,

®Ly= Cradas cr libarted teteles. -

Anslisis de varisnza de les titules de anticuerpesa
del susre en retas jévenes shtenides entra y dentre
de les grupes experimentales as{ cems sua centreles
con tratamiente previs (7dfas)a la ineculacién de
anibge,
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Cuando el tratamiento experimental fue Simulténeo & la inocy
lacién de £. chattonl en tetas ADultas, el anflisis de varlanza -
llevado 8 cabo con las titulos de antlicuerpos se presents en el -
cuadro 3. Igualmente este anblieis de varianza fue determinado --
con los t{tulos de anticuerpos de las ratas J6venes durante los -
tres periodos de evalucibn ya mencionados los cuales se muestran
en el cuadro &4,

twasee 3
7 dias
Va o 26969 h(PLEE My,= 833
Fas 070
Voo 41680 e W MV, 1228
‘% o 000
Vi o 66 657 SLym 37 P < 005
15 dias
¥, = 18617 ", 3 MV, .« 6205
°F =120k
Vo= 16480 a2 Mv, s 51502
*p <« 0.01
Vi = 35008 *L, =135 p< 005
30 dias
Vau 92 279 L, 3 MV, = 30759
CF e 20
Va* 55 257 *Lla= 230 My, = 1454
o < 001
Vyo 147 S45 ML P e 005
44s Varleris entre grugos, BV ® Fedla 9 1a varlarie antre gruges,
Uys Varlsnzs cantzo ce grupes, EVge Becis ce ls verisnss centra de grupos.
Yy Vardenss tuted. "L,® Crados co Jbarted ertre gropas.

fav OLpe Cracos cr Aitertsc centro ce grupos

0
L] .
Lye Grovos ee 1l2eriad tetslas,

Andlisis de varianza de les t{tules de anticusrpes
del suere en ratas adultas ebtenides entre y dentre
de les grupoes. exparimentales as{ ceme sus centreles
gnn tratamisnts aimulténes s 1a ineculacién de ami-
as,.
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7 dias
Vie 1981 LT MV, 387
‘Feu? 93
Ver 690 Lye N2 MVes 21
% < 000
Vie 185 Ly 28 P < 005
15 diss
Yo = a2 LT | MY¥,e 4704
*F #6022
Voo 2489 e MV, T8
< 00
Vi 1661 *Lyal5 pe 00§
30 diss
Yo o 62 M08 LIPS | MV, = 20062
F Ny
Vo = 40 065 R TR M¥ye 1082
‘o < 00%
Vyal02 951 OLye il P« 008
-4=. Vatiangs wntfe grupos. ¥ s Bacia o4 1s vartenzs antrs grupss.

Vatisnza cenire as grupes, Wos Tecis Co 1a verlenzs cenlfo ca grupase

L)

L3

Vps Varfenas tstal. °Lys Gracos s libartac entse grupos.
(LRI “Lys Graces cv kiberted cantro de gruges.

%= Cracos ¢ 3ibartsc tetsless

Andélisis e varisnza de les tftules de anticuerpos
cel suers e=n ratas jdvenes ootenides entre y dentre
de l0s grupes experimantales. asf{ ceme sus centreles
con tratgmisnte simulténes 2 la ineculacidn de ami-

bas..
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Se investigh ei habfa influido le eded de loe animales some-
tidos a 1los tres tratemientos experimentales antes descritos lle-
vados 8 cabo en forma Previa a la inoculacifn de E. chattoni PM 5
con respecto al t{tulo de anticuerpos del suero mediante el ﬂnéli-
s8is estad{stico de 1a "t" de student en los tres periodos de evo-
luctén, ios resultados que presenta el cuadro 5 incluye a rataes -
Adultes y Jbvenes y el cumdro & muestrs los resultados obtenidos
cuando la inoculscibn de £. chattoni fue lleveda s cabo en forma
Simulténes con las rstas JGvenes y Adultas.

cyame §
P
ntllintocite | hidrocortisona | desnutridos
te R 1.02 1,38
ls 17 17 1%
pe| «0.01 NS NS
15 gigs.
[ .50 .29 0.82
Ll 16 185 17
P*| «0.05 «0.08 NS
Wgias
te 1.59 0.47 .48
°ls 18 Al 19
p= NS NS <0.025

Andlisis. eatsdfetice de 1a ®t® d¢ student cen respscte
al tftule de anticusrpes: del suere entre ratas sdultas
y Jjéuenes dursnte les tres perisdes. de svelucién cen -
restriceddn previe (7 dfes) & ls ineculscién ds amibes
de les tratgnisntes sxperimentalas,

cuasen 6
7 dias
Subro
ontilintocito | hidrocortisona | desnutridas
te] 1.73 208 | 2.02
®l = 17 17 16
P={ NS NG NS
1S dlas
tw 1.58 1.48 1,20
ol - 16 15 17
p=l NS NS NS
30 dios
t= 0,32 0.78 V.62
] 18 21 19
P NS NE NS

Anflisis estadistico de 1a "t* ds student con respecte
sl t{tule de anticuerpes dsl suere sntre ratas aculias
y jévenes durante les tres periedes de svelucién con -
restrioclén simultdnea » ls ineculacién de amibas de -
183 tratamientss experimsntales,
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De 1a misma forma tratendo de determinar el gredo de patoge-
nicidad de E. chattoni se llevh a caho el anflisis estad{atico de
la "t de student en legratas Adultes gque recibieron la restric--
cibn Previa y Simulténea a le inoculacifin de E. ghattoni determina
do en los tres perlodos de evoluclfn., Los resultados se presentan
en el cuadro 7. El cusdro 8 presente este migmo andlisis ested{s-
tico pero ahora lleévado 8 cabo con ratas Jbvenes a las que se so-

metié a los esquemas ya mencionedos.

tuashe 7
7 di
suero
antilinfacita | hidrocortisona ] desnutridas
te 0.25 1.4 1.62
ol 18 18 16
pe NS NS N$
1%
Le .00 247 0.01
of = 16 14 18
ps 0.08 0.05 NS
»
te 1,38 0.7 1.70
ol a 18 20 20
pe NS NS NS

fnflisis ested{stice ce la "t® de atudent cen respects
al titule de enticusrpes. del suere en las ratas sdultses
cen tratemiente exgerimentel previe (7 dfas) y simulté-
nes 8 1a ineculscién de amibas determinads en lee tres
periedes de evelucién.

cum @
7 dios
SUET0
ontitinfocito | nidrocortisono | desnulridos
ts 0.60 2.02 0.22
ol » 16 16 16
pe NS NS NS
dias
ts 154 0.025 1)
ol s 16 16 16
pa NS NS «(.008
0 dios
ts N 0.99 0,32
el s 10 22 18
pe 0.02 NS NS

Andlisis estad{stice des la “t" ce stucent cen respscte

al tftule ce anticuerpos. del susre en las ratas jéven=s
cen tratamiente experimental previe {7 dfss) y sinulti-
nee a3 13 ineculacién de amibas detsrminada en les tres

pariedes de svelucién.
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Con el prophsito de investlgar si las esquemas experimentales
Previo y Simpulténeo habkfan brnducldn difarencias significativas de
los tf{tulos de anticuerpos del suero en los animales control vy a --
los tratados con suero antilinfocite, el cuadro 9 nos muestra los -
resyltados obtenidos, Asimismo el cusdro 10 presenta estos parfme--
tros estudiados con los trataﬁientua Previo y Simulténeoc en las ra-
tas con inmuran-hidrocortieona y finalmente el cumdroc 11 presenta =
estos resultados cuandeo la restriccién fue desnutricifn al 50% si-=

guiendo la metodologfs antes mencionada,

ayanes §
suera ontilintocito
ratas odultas ratas jdvenes
provie Joimttanec provio | simuitdneo
7 gios
1= 15 w72 213 LY}
e 18 | 17 17
p= | «0.00§ NS < 0.0§ < 0,001
15 dias
te 476 a2 .23 3.72
”Ns 1% 1" 17 17
p2 | « 0.00Y « 0,005 <0.001 «0.008
30 dias
te 6.24 547 EX1 4.85
s 1 18 17 17
pe ] <0.000 < 0001 <0.005 0.001

Anflisis satadistica de 1a "t® de atudent cen respecte
al tftule de anticuerpes cel suere en les znimalea cen
trel y les itratades cen susre antilinfecits cen trata-
snfente previe (7 dfss) y simulténes o la ineculscidén -

de amibge..
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tesene 10
hidrocortisona
rotos adultas ratas jdvenes
previo _I simultdneo previo [ simultdneo
7 dios
ts 3485 217 5.39 X1}
s 14 1] 17 17
pe | «<0.005 <0,05 « 0.001 «<0.001
. 15 dios
te (X} 350 5.47 0.00
*ts 15 1% 18 18
pe | < 0,001 «0.005 « 0,001 «<0.001
30 dias
ta 5.08 .97 wn E N}
ls 19 19 \L) 19
p= | < 0.001 «0.001 <0.02 «0,008

Andlisis. estadiatice de Je ®t™ de student cen respects sl
t{tule de gnticusrpes del suare en les snimsles centirel y
18 trateuss. cen hidrecertissne-inmuran cen tratemiente -
nrevie. (7 dfes) y sinultfnes 2 le insculscifn de smibes..

swong ]
d ldas
ratas adultos totas jdvenes
previo ] simultdneo previo ]_slmuudnno
7 _dlos
te 183 (51 ] 490 4046
= 17 17 17 17
pa | €010 < 0.001 < 0.001 « 0.001
15 dias
= 4.50 Ly 5.09 804
- 17 17 18 18
pe | < 000! < 0,004 <0.001 «<0.001
30 dias
ta 4,95 5.10 LR 4.70
otn 19 19 17 17
pr | < 0.001 = 0.001 «<10.005 <0.00}

Andlisis sstadfistice de la “t® as studsnt con respecte al
t{tule de anticusrpos del suera en los anirales contrel y
las ussnutrides al SON cen tratamiente previe (7 ofes) y
simulténes a2 la ineculecién da amibas.
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15

bicrofotograff{a ce célan,
Se observs hiperplasia linfemwtusr ligers con extensidn = ls ldmine
propia y nusculeris nucosae; ademds mucusa y epitelio sin alteracip

nes. H, E. (10 X).
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16

Wicrofetograffa de cdlon,.

ne propla, muscularis mucosse y submugesa; ademds algunas gléndules
H. E. (160 X).

Se obsarva hiperplasie linfometese moderada con extensidén a 1a lami-

de le mucesa sin alteraciones.
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licrofotografie de célon,

Se observa hiperplesis linfematess acentuads con compresidén del epi-

ﬁeléo,(lémlg; prople, muscularis mucesae, submucese y ceps muscular,
. E. (160 .
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Kicroelectrofotograf{s odes mucesa intastinal,

38 observan dos porciones ¢n cdlulas epitelinles sin
altoraciones. limiteadas por las membranas plasmiticas
an el citoplaswme y organitos como mitocondriss, an -
su porcifn apicel se encuentran npumaross=s microvello
sidades sin alteraciones,

{5 000 X}.



18

Micreelectrofotografia de hiporplasia linfomatosa.
3¢ observan dos linfocitos en donde sl nidcleo ocupa
la mayor parte del citoplasma,

(5 000 X),
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slterscienes histopatolégices encontredes en lss retss -~
‘sdultas.y gque recitisren les tretemientss con suero antilinfecits,
inwursn-hidrocertisens y desnutriclén previes y sisultiness = la -
ineculacién de amibas se nmuestran en sl cusdro 12, y los resulta--
des sbtenidss en les retes jévenas ve presentan en el cusore 13,

CLAORO 37
ALTERACIURE » HISTUPATOLOGIEAS €N RATAS ABULTAS (380 g)
19 4} FATD LY N YICIOTE
Iretesionte  [insculectih] be. JInt, deigl he. | Téien| cLECTRORICS
ere /a0l R L 0| ML Al Le swpartiche
antilinfecite pr-vh' 1710 v @ 718 LY S 103 chiuten
sioul tines 10/30) senf 10/18 { smhi weiteldnlen <)
M hideacertissnelprovie 1/18] L8 {1001 sabt T 2fauricas ses-
towitbnes | 3/30] WL L triten slcrmvg
e .
oL KL R 00 sed }gienicader rep
desnvtetctén (previs . B LA L2 sani yweler, Jos lap
sioutténes | 3/9 | ML L feriton 1r ca-
ue LETL) 4J 20 Tesetertioven o
sunro tovip 179 HLA /9 asri {eor tenar pise
entilintoctte |y e 15 | K18 | /9 | LA ] riew grancey
3/% LK) 1/9 wi 9 rese ltopios
hidtecertisens|previs 88 | aeng 176 | WL L Laeo, Jos chivies
18 wioulténes | 2/8 Hit t/s ssnl |l tices pur
O [ enutricién [previe wiof Wi terer niclee «
ol sy e ool sarg Jescérteico y -
simltines [ 17301 KL 8 J10/30 ] sers [evemconte re--
suers el Wit ticule endord iy
entilinfecite ferevis 1360 ML E DDA L sehs fates.
ajsultines J10710] sunt 100 { KL w
30 hgrocestisens] previe w41 ML
ofes P LAY wnivee
sisutténes [11/21]  sehg /a1 wL e
desnutricibn {crevie s vl P st
pisuitinesf11/11{ eahi 11/11 [ wehd

MB.. Wige

MAye Hiperpl

Con satenslbn 3 1o diwlne prepls y pusculeris e,

Cen sztansién o Lo Jieine preple, susculeris sucatee ) .

n intestine pelgede.- Con --hn-dn o 13 1éwlhe poorla, wyseuls rue
subsucess, ceps muscolst y corpreaién v los val
dages e lp rucetss

WA an célen,- Con cotptaslén ca) apitelio, JEeina [rcging ruseulards ruceret.

subrutens ¥ Eops pusculers

sehl.~ 2in slteracionss hlatoléglices e tspertoncie,
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CUADRO 13
ATERACIONES HISTOPATALOGICAS EN RATAS 3OVELES (80 g)
. MICROSCOPIA DE LUZ FITROSCOR IR
Traterionts Inoculecidnite, }Jint, delg.| Ne, Célen [ELECTRGNICA
IU:II revis 9/9 sahf 9/9 Ls superficie
sntilinfecite ¥ o 1tinem 19/9 | sant 9/9 ds les rblules
hidrecertisens| previa 9/9 | sehi 1/9 rpitelislas ci-
7 steulténes {9/9 | sent |19 lnarices mes--
dfasn. 2/9 treren ricreves
desnutricién fprevis 9/% | sang 9/9 1lesideces net-
staultines [3/9 [T WA & [o/9 seles, les jin-
A / o fecitos se ce--
susre revis 9/9 sashi 9 sahi
sntilinfecite racterizaren «o
sirultdnee | 8/9 sahi 9/9 sehi por taner nde--
15 hidrscertisens{previs 9/9 sahi 9/9 sahi [cleo grende y =
dfen {einuitdnes [9/9 sehi 9/9 sshi Jescese citepleg
desnutricién [previe 19 [ Hun Joss [ans |70 329 chiules
siauitdnes | 9/9 | sahd [1/9 | n L a |plevedtices per
) ECTH EY2T0 T e
susre previs 1/10 1 excentrice y =
sntilinfecite centrice ¥y
) simvitfnes } 3/10) WL L 0/30 | sebd | L indante US|
30 hicrecertisenalprevis b2/12) aeht h2/12 | sehi |ticule endopléy
dfes. simvlténes {1/12] HL L h2/12 | saht |wice.
dasnutricién |previ Tine) wuL
prev 2/30] we® ho/in | ashy
simultdnes [31/10] HL & RO/10 | sabl

Wl- Wiperplasis JinTematess ligere.
Wil.- Hiperplssis 1infenstess moderace,
HEA.~ Hiperplasis linforstess scentuads.

WA.- Con extensién o 13 limine propia y susculasris mucesss.

MB.= Con sxtensién s 1o 3émine prepis, musculeris sucesse y subrucess.

HLA.en intestins delgsds,.- €on extensién a 1a Jésine prepis, musculsris nucesss,
subsucesa, cspe Rusculsr y coepresién de las vellssi
dedas ce l» mucesy,

HLA en célen.- Can cempresién del epitelis, lésina prepls, muscularis rucosae,

submucess y ceps muscular,

sehi.- ain sltaracionss histelégices ce iepsrtencis,
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7.~ DISCUSION.

El efectn que produte une dieta bejs en proteinas asf como la
inmunosupresibn por suerc antilinfocito y corticoides en ratas inp
culadas experimentslmente con emibas, 8 nuestroc juicio tiene espe-
ciel interée porque evoce una relecién hubsped parésito para der -
une explicacifn al diferente comportemiento gue tiene E. histolytl
£a frente al huésped (2, 7, 20 y 29).

Fue por ello que uno de los objetivos de este estudio consis-
t16 en investiger s! la restriccifn previa en el huésped ers deter
minente en la cepacided invesora de una amiba, o blen sl no tenfe
ninguna trascendencia, pues sl inocularla simulténeemente en un --
huésped ain restricecibn previs ere capsz de lesioner igualmente --
los tejidoe independientemente de gue los esquemas de restriccifn

experimentales continuaran,

TRATAMIENTO DE RESTRICCION PREVIA.

El estudio se planteb llevarlo 8 csbo longitudinalmente duran
te un mes. La figurm 1 A muestra los resultsdos obtenidos en rela-
cién a los incrementos en peso que tuvieron las ratas jévenes y --
lon resultedos de lee rates edultas se presentan en la figura 1 B.
En éstos pudimos obeerver gque tuvieron un comporteamiente semejante
en los tres esquemas de restriccién, sparentemente la edad de los
snimales no influyd cuantitetivamente en ellas ya que dursnte los
tres periodos de estudio el comportemiente fue semejante, sin em--
bargo aparentemente la desnutricifin temprana tuvo un efecto més im
portante que en las ratas sdultas.

Por otro ledo dio la impresidn gue este estudio llevado B ce-
bo en periodos prblnngadua (30 dias) los incrementos en el peso de
las retes fueron meyores gque cusndo el estudio se llevd a cabo du-
rante pericdos cortos (7 dles) o medios (15 diaes).

TRATAMIENTO DE RESTRICCION SIMULTANEA,

Cuando a los animales se les inoculd amibas en forma simulté-
nea 8 la restriccibn experimental ya mencionsda de acuerdo a las -
figuras 2 A para las ratas jfvenes y en las adultas la 2 B.

Los incrementos en el peso de las ratas jdvenes mostraron gue
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a2 los 7 dies de evolucifn se mantuvieran en forps semejante a las -
ratae adultee no wsl B las 15 dima en donde las ratas desnutridas -
presentaran un decrements importante en el peso de les ratas jbve--
nes la cual no ae ohservd en las ratae astultes, Finalmente en rela-
cibn a el. (ltimp periodo de estudio (30 dlse) chservamos iguaimente
que en las ratss jbvenes la deanutricién las afectd en forma impor-
tante comparativamente con las ratss adultas, Estn neo sucaedib con ~
las rates tratades con inmuran-hidrocortisona y sueroc antilinfocito,

REACLION SERDLOGICA DE ANIMALES ADULTOS CON RESTRICCION PREVIA.

Otrc de los parBmetros sstudisdos consistié en determinar af -
1 respuests seroléigica que presentsraon las ratas adultas era igual
cuande se establecia un periodo de restriccién previe B ls inocula~
clén de smibas sl éats era independiente comparativamente s rates -
consideradas como controles. Los resultados cbtenidos después de 7
dias de incubacifin me presentan en la figura 3 donde e muestrs gue
los valaores promedios en el titulo de anticuerpos fueron diferentes
con respecto a los obtenidos en el contrpl haciwouose notar valores
seme jantes en las ratas sametidas a las restricciones con inmuran--
tidrocortisone y desnutridas.

El andlisis de varianzas llevedu a csbo con los resultados an--
tes ohtenidue se muesirs en el cusdro 1, éste dif un valor de F=8.49
can p<€D.01 1o cusl nos indice que estadisticamente fueron diferen-
tes, es decir, les rstes respondieron serolfigicamente en forma dife
rente @ loe tres tratamientoe con respecto al contral.

La figurs & muestra los resultedos obtenidos an ratas adultas
después de un perindo de incubacifn de 15 dias donde abservamgs un
total sbatimientp del tftuls de snticuerpos del suerc de las ratiss
sametidas 8 los trea tratamientos experimentmles y los resultados -
del snflisis de verianza en ellos, mostrado en el cuadro 1, presen-
ta valorea‘muy significativas Fx22,14 y p<0.01,

£n forma semejante cuando el eatudiv se llevb a cabo en las ra
tas después de 30 dias de incubacifn la Figura 5 presenta el anfli-
sis de varianze de los tftulos de anticuerpes gel suerp de los ant-
males bejo loa tres tratamientos el cual fue de F=24.25 y p<0.01,
gin embarga debemos sefialar gue los titulos de anticuerpas tuvieron
un increments importante compareativamente con el periocdo de incuba-
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cibn de 15 dias lp cual coincide con lo mencionads anteriormente en
relacifn al incremsnto de los pesos, éstos resiltados nos sugieren
que ls restriccifn mlimentarie as{ como Inmunosupresiva en este lo-
te de animales la respuesta inmunolégica juzgade por el t{tulo de -
enticuerpos comparativamente con los controles no fue muy importan-
te, la explicacibn que podemos dar es que el lote de animales res--
pondié en forme muy particular lo cual colncide con los resultedos

obtenidos en el incrementc del peso de la gré&fica 1 B8,

REACCION SERDLOGICA DE ANIMALES JOVENES CON RESTRICCION FREVIA.

Aparentemente la edad de loe animales tuve una repercusifin im-
portente en relacifn s su respuesta inmunolégice pues &stos después
de 7 dime de incubacién compsrativemente con el control presentaron
los valores mhs bajos en el tftulo de anticuerpos del suero, el anf
lisis de wvarlanza que se presentes en 2l cuadro 2 muestira valores de
F=31.6% y p«€D.01. Loe resultados analizados en el periodo de evoly
cifn de 15 dies de acuerdo @ la figura 7 as{ como los obtenidos con
el control presentaran diferencias estadisticamente mignificativas
Juzgado ademés por el enAlisis de varianze gue se presenta en el --
cuadro 2 y cuyos velores fueron de F=25.,31y p<0.01,

5in embargo estos valores fueron muy semejentes entre sl como
podrtA observarse en la figure correspondiente, lo que interpretamos
es gque las restriccliones repercutieron en forme semejante en estos
animales.

£n relacifn al Gltimo periodo estudiado 30 dfas se observd que
los titulos de anticuerpos del suero de los animales con respecto -
al control fueron diferentes con respecto al los tres tratamientos
corroboréndose por &l anhAlisis de varianza del cuadrp 2 donde se --
mueatras fque estad{sticamente fueron diferentes con F=11,15 y p<0,01.

De acuerdo & lo antes mencionado el cuadro 5 resume estos re--
sultados de restriccién previas a la inoculacibn de la amiba en don-
de se evaluaron estad{sticamente en forms independiente las tres --
restricciones llevadss 8 cabo en las ratas adultes y jbvenes. Dié -
le impresifn que la eded de éstoe influyé importantemente en la reg
puesta serolfgica pues los velores encontrados fueron estadistica--
mente significativos durente el pericdo de incubacién de 7 dias ---
cusndo se sometieron les rates a una restriccién con suero antilin-
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foclto, lo cual no se observl cuasndo reciblieron un tratamiente con
cortienona y una restriccifén alimentarla.

5in embargo Eon respecto 81 control las ratas sometidas a los
tres esquemas de restriccidn presentaron diferenciss estadisticamen
te significativas como se muestra en el cumdro 9.

En relacifn a las rates estudisdas en el periodo de incubactfin
de 15 diss lps resultados obtenidos mostraron diferenciss estadisti
camenie significetivas con valores de p<0.05 cuendo se utilizb sug’
ro antilinfocito e inmuran-hidrocortisons como esguema de restric--
¢i6n lo cusl no se observb en las rates desnutridas.

En este mismo perindo de incubmcién cuando las ratas sujetadas
8 los tres tratamientos antes mencionados se comperaron con el con-
trol el t{tulo de anticuerpos del suerp de satse rates eatmd{stice-
mente s8{ lo hicleron como se chaerve en el cuadro 11,

En relecifin 8 las rates estudiadas en el Gltimo periodo 30 ---
d{aa de evolucibn observamos que no hubo diferencias estadisticamep
te significatives con respecto s 1a ednd de los animales a excep--=-
cifn de las ratas desnutridas en donde se ohtuvo un valor de p€.025
con les tres restricclones. Cuando estos valures se compararon caon
el control de scuerdo a los cuadros 9, 10 y 11 todos presentaron di
ferencias estadisticamente significatives.

REACCION SEROLOGICA DE ANIMALES ADULTOS CON RESTRICCION SIMULTANEA.
ta inoculecifn de amibas en forma simulténes s las tres res---
tricciones antes mencionadas en rates adultas dif como resultedo la
respuesta serolbgica que se presenta en la figurs 9 después de un -
periado de incubacidn de 7 dies como ppdrd observerse leos promedios
en 1lps t{tulos de snticuerpos fueron diferentes, en donde los valo-
res mds bajos correspondieron a las ratas tratadas con hidrocortieg
na. €1 anédlisis de varianza llevado a cebo con estos resultados se
presenta en el cuadro 3, éste nos muestra un valar de F=6.78 y ----
p=0.01 1p cunl nos indich que los tratamientos fueron estadistica-
mente diferentes y al comparar los resultados anteriormente obteni-
dos por separsdo con respecto a los determinados en el control en -
los cuadros 9, 10 y 11 observemos que las ratas con suero tratadas
cton suero antilinfocito no se presentaron diferencias estadistice--
mente significatives en el tf{tulo de anticuerpos del suero, no asi
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las ratas sometidas a restricciones con hidrocortisona y desnutri--
eién donde lus valores de probabilided correspondieran a p 0,05 y
p &£D.001 respectivamente.

La figuras 10 muestra los resultados obtenidos de los titules -
de anticuerpos del suern de las rates estudiadas en el periodo de -
tncubacibn de 15 dies, encantrangose el valor més bajo en las desny
tridas, el enblisis estadistico de verianza dibd un valor de F=12.04
y p<D0.01 lo que interpretamos como diferencias entre los tres tra-
tamientos.

El estudio llevado a cabo independientemente de cads tratamien
to con respecto al control mostrd diferencims estadi{sticemente sig-
nificativas con los tres pues los valores fueron de p<D.DD5 en dos
de ellos y p4D.001 en el otro.

Finalmente en las ratas sometidae & un periodo de incubacidn -
de 30 diss con suero antilinfocitec se observé que los valores en --
los tftulos de anticuerpos fueron los més bajos nuevamente, al lle-
var a cabo un andlisls de varianza con éstos, cuadro 3, éste correg
pondid a F=21.14 y p £0.01 siendo el valor de F el més alto de los
tres periodos de evolucién estudiados. El endlisis independiente de
la "t" de student mostrd que hubo diferenciss en la respuesta sero-
légice de los animales con respecto sl control as{ como cuando se
analizaron geparadamente estos resultados gue se presenten en los -
cuadros 9,10 y 11 en donde los tres fueron estedisticamente signifl
catlivos con valor de p<&£0.001.

RESPUESTA SEROLOGICA DE ANIMALES JOVENES CON RESTRICCIDN SIMULTANEA.

Al inocular las rates j6venes en forma simulténea los resulta-
dos obtendiso en relacién al t{tulo de antlicuerpos del suero en las
ratas sometidas a las tres restricciones mostraron gque durante el -
periodo de incubscifn de 7 dies, figura 12, mopstraron los resultados
més bajos con hidrocortisona sunque sl llevar a cabo un andlisis de
varianza incluyendo al control se obtuvo un valor de F=17,93 y ----
p«<0.01 lo cual nos indich diferencias estedisticamente significati
vag, éato se cnrrobord cuando se compararon las restricciones de ca
da tratamientoc separada y comparativemente con el control como sg -
presenta en los cusdros 9, 10 y 11 en donde la "t" de studen dif una
p<£0.001.
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Durante el periodo de incubacifin de 15 dfes figura 13, los va-
lares promedio del t{tuln de anticuerpos del suerp fueron muy seme-
jantes entre si, nuevamente el valor més bajo se obtuvo en 188 ra=-
tas desnutridas. E) anflisie de varianza dif como resultado F=60.22
y p&D.01 v 8l comparar estos resultados en forme independiente con
2l control el anAlisis estadistico de la "t" de student mostrd unas
p £0.001 y p&0.005.

Finalmente el perlodo de incubacién de 30 dfas en las ratas =--
Jévenes figura 14 y cuyo snllisis de varianza fue de F=19.35 y ~e=e
p< 0,01 con respecto a su respuests serolfgica, al llevar a cabo el
snélisis estadistico y comparéndolo con el contro en forme indepen-
diente lps resultados mostraron que los tres tratamientos presenta=~
ron diferenclies estad{sticamente significatives con p<0.001%.

Estos resultados se resumen en el cuadro & tratando de determi
nar si hubo diferencias con respecto a la edad de loa animales some
tidos a les tres restricclones en donde pudimos observar que no die
ron diferencies estad{sticamente significativas,

Finalmente con el pbjeto de determiner cual de los tratemien--
tous producia une mayor predisposicién & la virulencia de las amibas
de acuerdo al cuadrc 7 observamos gque las ratas adultas durante el
periodo de 15 dias las restricciones a las gue fueron sometidos fue
ron determinantes cuando se utilizb suero antilinfocito e inmuran--
hidrocortisona y en ratas jfvenes en este mismo pericdo de incuba--
cibn, 15 dfas, ls desnutricién fue muy importante lp cual se pbser-
vb en el cuadro 8 asl mismo en el periodo de incubacién de 30 dias
en donde los valores fueron estad{sticamente significativos,

ALTERACIODNES HISTOPATOLDGICAS,

La slteracién histopatoldgice gque se presentd con méds frecuen-
cia en los tres tratamientos de restricciédn llevados a cabo fue le
hiperplasia linfomatosa teniendo tres modalidades: ligera, moderada
y acentudada, mostradas en les figuras 15, 16 y 17 respectivamente,
comparativamente con los animales control éstps Oltimos presenteron
menos alteraciones gue los asnimales tratados con las restricciones
experimentales, como podrd observarse en el cuadro 12 hubo algunos
enimales gue no presentaron alteraciones histoldgicas de importane-
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cis durente periodos de evolucién cortos, sip emhargo este conducta
no fue sequids en forms Eemejante por’ lne rates Jbvenes en donde ob
servamos gue en loa animmles con ﬁeriudun de evolucifn prolongedos
las alteraciones en el chlon se presentaron en menor praporcién, no
as{ en el intestino delgado en donde las mlteraciones mbs importan-
tes correspondieron a los periodos de incubacién prolongados.
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8,- CONCLUSION.

1.- Se llevl a cabo un estudio experimental en ratas Long ~-
Evans en donde pe conelderaron dos esquemas de innculacibn en for
ma previa y simulténea, En lo gque se relsciona a los pesns de las
ratas sometidas o las trese restricclonea estudiadas tuvieron un -
comportamiento semejsnte lus tres esfuemas de restriccién, aparen
temente la edsd na influyb en ellas sin embergo la desnutricifn -
tuvo un efecto mAs importante en la edad temprena. En el trata---
miento eimutténec los incrementos en las ratas jévenes no presen-

.taron diferencias sin embargo en las ratas desnutridas las afecté
en forms imporsante ya que los dos esquemss de inoculmcifn presen
taron diferenciss con respecto sl testigo.

2.~ Ls antigenicidad de E. chattoni fue determinads de scuer
do a lge t{tulos de snticuerpos comparativamente con el testigo -
de scuerdo a los resultados ohtanidos pudimne observer gque hubo -
diferencias estsd{aticemente significatives con los tres trata---
R mientos de acuerdo a lns anflisis de varianza.

3.~ Cuando se determinf si el fenbmeno de inmunosupresifén o
desnutricifn en animales debe ser previc o establecido en rela---
cifn & los tftulos de anticuerpos pudimos chserver que de acuerdo
al anflisis de varianza s{ preesntarun diferencies estad{sticamen
te significativas. Sin embargo las mlteraciones histopatolfigicas
preaentaron diferenclas especificas para cada ceso por lo gue pen
samoe que la invasividad de E. chattoni no puede ser atribuida ex
cluaivamente al parfsito.

4.~ Cuando se investigl si la patogenicidad de E. chattani -
se encontrabe en funcién de la edad de los animales pudimos obser
var que las tres restricciones se presentaron en forma diferente,
8l evaluar el t{tulo de anticuerpos por medio de la "t" de stu---
dent mostraron diferencias estadisticamente significativas, sin -
embargo las slteraciones histopatolfgicas en las rates jbvenes a-
parentemente fueron menores aunque si tuvieron relaclbn con perio
dos de incubacifin prolongados.
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