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Revista bibliogrdfica y objeto de este articulo:

La Endamoeba histolytica de Losch?, 1875, es el agente
etiolégico de la amebiasis de la especie humana y de algunos
animales inferiores. Kxiste, sin embargo, mucha confusién
e ignorancia referente a la causa que determina sintomas
graves y complejos de amebiasis disentérica en ciertos su-
jetos, en tanto que otros pueden albergar el mismo orga-
nismo patolégico sin que sus sintomas revistan tamafia
agudeza y sin que los tejidos experimenten las transforma-
ciones anatémicas que dicha sintomatologia apareja.

Kl afio 1932, Poindexter ? comprobé en Puerto Rico un
alto indice de infestacién por la Endamoeba histolytica,
coincidiendo esta observacion con la de otros muchos obser-
vadores en distintos paises tropicales. Entre 564 exdmenes
coproldgicos encontré6 un 12.4 por ciento de execretas posi-
tivas. Si se hubieran repetido los exdmenes, seguramente,
segiin Faust® ha demostrado, el porcentaje hubiera sido
mayor. Kntre los casos positivos, solamente uno presentaba
sintomas disentéricos agudos y trofozoos en las heces.
Achécase principalmente esta frecuencia de infestacién ame-
bidsica en los tropicos al bajo nivel higiénico de la vida de
sus habitantes. Kl hecho es que aéin no se han explicado
convenientemente las disparidades existentes entre el niimero
de casos con historia clinica disentérica evidente y el nd-
mero de sujetos portadores del organismo especifico de la
enfermedad, pero sin sintomas definidos de la misma. Entre
las hipdtesis que tratan de explicar el hecho hay que men-
cionar la tolerancia natural de los habitantes de esos paises
o la resistencia global de la poblacién, bien por efecto del
clima y los habitos alimenticios, o la existencia en el medio

* Recibido en Redaccién en el 7 de julio de 1936.
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ambiente tropical de algtn otro organismo filial de la Enda-
moeba histolytica, mas o menos antagbnico a ésta.

Hase observado que los puertorriqueiios que emigran a
la ciudad de Nueva York suelen con frecuencia empezar a
padecer de sintomas disentéricos, en ocasiones sin que ante-
riormente, mientras residian en su pais natal, hubieran su-
frido de disenteria. También se ha observado que los su-
jetos que han vivido siempre en paises de clima templado
comienzan a padecer de sintomas disentéricos al llegar al
tropico, y ello en proporeién mucho mayor que los naturales
de estos paises que portan habitualmente el organismo disen-
térico.

Hace notar Poindexter ? que la alimentacién ordinaria de
los habitantes méis menesterosos de Puerto Rico consiste
principalmente de arroz, ‘‘habichuelas’’ y otros productos
de gran contenido hidrocarbonado. Como los individuos
procedentes de los paises templados estdn acostumbrados a
comer carne diariamente y continan con su costumbre al
llegar al tropico, y como los habitantes de Puerto Rico,
al trasladarse a vivir a la ciudad de Nueva York, cambian
su régimen alimenticio por otro mas cargado en carne, hemos
pensado que sometiendo los animales de laboratorio a dietas
de experimentacién aproximadamente semejantes a las que
usan los sujetos en las condiciones que arriba hemos apun-
tado, se podria quizds aclarar algo el problema de las dife-
rencias sintomatologicas entre los casos agudos de disenteria
y los portadores del microorganismo.

Desde las primeras investigaciones de Kartulis * en 1887,
Kruse y Pasquale® en 1894, Quincke y Ross ® en 1893, y los
mas recientes de Dale, Dobell ** y I"aust ** en 1930 y algunos
otros, parece demostrado que los animales de eleccién para
experimentar con la E. histolylica son los perrillos jovenes
y los gatitos, estos dltimos para la observacién de la enfer-
mgdad en su periodo agudo y aquéllos para el subagudo o
erénico.

Las observaciones de Baetjer y Sellards 2, en el afio 1914,
y las de Chatton '3, en el 1918, sobre lesiones granulomatosas
con aspecto de neoplasmas, aparecidas en el ciego de cone-
jillos de Indias infestados con E. histolytica, nos permiten
esperar que se puedan estudiar experimentalmente las dife-
rentes clases de reacciones locales que se producen en los
tejidos. KEstas observaciones todavia no han podido demos-
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trarse definitivamente. Los cobayos no se han utilizado atin
en gran escala en trabajos de experimentacién con la E. histo-
lytica. Se ha tratado de experimentar con otras especies de
animales. Hegner '* ha publicado recientemente las observa-
ciones en el mono, y, segin parece, este animal puede ser
portador de la E. histolytica sin sufrir la invasién de los
tejidos. Si la ameba puede vivir y proliferar indefinida-
mente dentro del tracto intestinal sin penetrar en los tejidos,
es posible entonces la producecién de un estado no sintoma-
tico en un sujeto portador. Habria que determinar entonces
hasta qué punto la puerta de entrada del microorganismo
exalta o deprime su poder de invasion. Ksperamos poder
aclarar parte de estos problemas con los experimentos que
hemos ejecutado con cachorrillos de perros y gatos. :

Material, métodos y resultados obtenidos:

Nuestros trabajos de investigacién tardaron cuatro afios.
Durante ellos hemos utilizado 49 gatos de 320 a 1,180 gramos
de peso en el momento en que verificAbamos de la infestacién
experimental, y de 4 semanas a 8 meses de nacidos. A todos
se les infesto por el recto, segin el método usado por Faust **
en los perros. Dividimos el ndmero total de gatos en lotes
de 12, mas un lote de 13. Kl trabajo experimental lo efec-
tuamos durante los meses de diciembre, enero y febrero,
utilizando el material patolégico en la instruccién de las
clases de parasitologia de la Iscuela. Los animales estu-
vieron en jaulas separadas, alimentando a los animales de
peso aproximadamente igual con una (a) dieta cargada de
hidrocarbonados compuesta principalmente de pan, arroz,
‘‘habichuelas’’ y agua, alternandola con (b) otra racién
alimenticia alta en sustancias protéicas, consistente mayor-
mente de leche, pescado e higado. La infestacion de cada
animal se practic6 bajo anestesia etérea, inyectdndoles por
el recto de 5 a 8 ce. de un cultivo de 24 horas de F. histolytica
crecido en medio s6lido de Boeck-Drbohlav en base de huevo
coagulado de Locke, que suspendiamos en una cantidad conve-
niente de una mezcla liquida compuesta de una parte de
suero humano, de conejo, de caballo, liquido ascitico o de
hidrocele y 6 partes de la solucién de Locke. Cuando los
cultivos obtenidos con siembras del recto revelaban en los
gatos una infeccién de blastocitos o coceidios utilizdbamos
alguna que otra vez el medio de cultivo de St. John 22,
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Después de inyectar al animal le ocluiamos el recto con
un tapén de algodén amarrado con un hilo para evitar la
salida del liquido infectante al pasar el efecto de la anestesia.
Observédbamos el animal al cabo de varias horas (12-14) y
si entonces no habia expulsado el tapon le extraiamos nueva-
mente tirando del hilo.

En los gatos jovenes de 450 a 800 gramos de peso estas
inoculaciones por via rectal dieron buen resultado. En los
gatos méas maduros la inoculacién no fué tan eficaz y en
algunos casos hemos esperado unos 7 6 10 dias sin que apa-
reciera ningin sintoma disentérico ni trofozoos en las heces,
teniendo que repetir entonces la operacién. En los gatitos
muy jévenes, de 320 a 450 gramos de peso, sobre todo en los
que separabamos de las madres y los sometiamos a un ré-
gimen alimenticio cargado en hidratos de carbono, y privado
de leche, los resultados de la inoculacién resultaron medianos.
Las infecciones oculares fueron muy corrientes. La neumo-
nia postetérea llegb a ser frecuente y en ocasiones los anima-
litos dejaban de comer y morian de hambre. En este lote
de animales j6évenes, de 320 a 450 gramos de peso, permi-
tiamos a algunos gatitos continuar mamando, suministrén-
doles al mismo tiempo una comida cargada en sustancias
protéicas (picadillo de higado y pescado, en leche), habiendo
observado que las infecciones oculares no eran tan intensas,
no adelgazaban, y, al parecer, demostraban mayor resistencia
a la enfermedad que los animales de peso intermedio. El
lote de gatitos muy jovenes se componia sélo de 13, a 6 de
los cuales se les puso a dieta bien cargada en hidratos de
carbono y a los 7 restantes a alimentacién de proteidos en
gran cantidad. Debido a los motivos que antes hemos ex-
puesto este lote de animales no se presta a deducir ningtin
dato de interés. Nos cefliremos, pues, principalmente al lote
restante de 36 animales para fundamentar nuestras conclu-
siones. Kn el lote de 18 animales sometidos a una alimentacién
hidrocarbonada, resulté mas dificil lograr la inoculacién. Kl
periodo de incubacién fué mayor, de 5 a 7 dias, contrastando
esto con los animales alimentados con porteidos, en los que
la incubacién duraba de 3 a 5 dias. Las lesiones patolégicas
en el recto y el ciego eran menos pronunciadas en el lote con
alimentacion hidrocarbonada; la disenteria, una vez mani-
fiesta, era menos fulminante, y la duracién de la enfermedad
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después del periodo de lactancia, en los casos que terminaban
fatalmente, era mis prolongada. Uno de los animales inocu-
lado 3 veces sucesivas, tuvo diarrea y mas tarde disenteria,
pudiéndose entonces demostrar en dos ocasiones la presencia
de trofozoos en las heces fecales; pero habiendo transcurrido
7 meses todavia estd vivo. Todos los sintomas disentéricos
han desaparecido y no hemos podido comprobar la presencia
de amibas en la excreta. Le hemos cambiado el régimen
alimenticio, ddndole ahora una alimentaciéon cargada en pro-
teidos para observar si reaparecen los sintomas, pero hasta
la fecha no ha vuelto a aparecer la enfermedad.

Nuestra experimentacion con perros jévenes comprende
un lote de 15 animales, habiendo seguido el mismo procedi-
miento de alimentacién hidrocarbonada y protéica alterna-
damente. En los sometidos a esta tltima, los sintomas
fueron méas numerosos y mas pronunciadas las lesiones. La
enfermedad, generalmente, suele tener un curso mas crénico
en los perros que en los gatos, pero no hemos podido pro-
vocar la formacién de quistes, ni en unos ni en otros, que
puedan compararse con los observados en la disenteria cré-
nica de la especie humana. Iin las deyecciones de los perros
aparecian a veces unos organismos que se asemejaban mor-
fologicamente a los quistes de K. histolytica, pero no pre-
sentaban ciertos caracteres biologicos de los quistes amibicos
verdaderos. Si administrdbamos en la ingesta una emulsién
preparada con los quistes expulsados por los perros a otros,
éstos no contraian la enfermedad.. Estos quistes seudohis-
toliticos, cuando se les lava y se les pone en suspensién en
una solucion salina isotonica, perecian a la temperatura de
47°C. al cabo de 5 minutos; en cambio, la temperatura letal
para los quistes de K. histolytica, tratados de igual modo y
en el mismo tiempo, es de 68°C. Perecen también los quistes
expulsados por los perros, a los 12 minutos, en una solucién
de cloro, en la proporcion de uno de cloro libre por un
millon de galones de agua. Ista es la proporcién en que
se utiliza en las piscinas de natacién. Los quistes amebii-
sicos de la disenteria crénica humana no hemos logrado
aniquilarlos en esta misma forma, ni atin después de trans-
curridos 30 minutos. Al verificar estas observaciones hemos
contrastado siempre la viabilidad del organismo, tratando
de comprobar si podria enquistarse y crecer después de
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lavado en solucion salina y sembrado en un medio de cultivo
apropiado. ;

Tras observar que estos quistes producidos en la inocu-
lacion experimental, a pesar de su aspecto morfolégico, no
se comportaban igual que los procedentes de casos disenté-
ricos humanos, decidimos contrastar nuestras observaciones
con las de otros observadores sobre las formas quisticas
producidas en un cultivo. Desde que Boeck '* y Drbohlav
(en 1924) descubrieron el medio de cultivo conveniente para
la E. mstolytica, han venido apareciendo de tarde en tarde
algunas comunicaciones de diversos investigadores sobre
esta propiedad que tiene la endamoeba de transformarse en
quiste en los mismos cultivos cuando se altera la composicién
de éstos. FEn una comunicacién del afio 1932 asegura Poin-
dexter 1* que cuando se tapa con parafina un tubo de cul-
tivo de endamoeba se produce la transformacion quistica de
este organismo, lo que se debe a la alteracién de la concen-
traciéon del ion-hidrégeno, pues el tapado del tubo no sblo
hace aumentar la acidez del medio y la tensiéon del didéxido
de carbono sino que el cultivo se torna parcialmente anaeré-
bico. En vista de la observacién antes citada sobre las
formas quisticas obtenidas en las inoculaciones experimen-
tales en los perros, sometimos los quistes producidos en los
cultivos a un contraste riguroso, tal como hicimos con los
anteriores, pudiendo entonces comprobar que su comporta-
miento tampoco es semejante, en lo que a resistencia se
refiere, al de los quistes de las deyecciones en la disenteria
humana, sino a los quistes de la disenteria experimental en
los perros. Tratamos de hacer llegar desde Washington a
Nueva York, a manos del Dr. A. Packchanian, algtin ntimero
de quistes obtenidos en cultivos; pero, segin nos dijo éste,
después de recibidos habian perdido su vitalidad. Los
quistes obtenidos de casos humanos portadores pueden con-
servar su vitalidad después de dos o méas meses, siempre
y ecuando se les mantenga en humedad. Podemos, pues,
obtener a voluntad y de manera constante formas quisticas
wm vitro, utilizando ciertos medios preservativos para en-
viarlos a otros laboratorios distantes sin que pierdan su
vitalidad. Kstas observaciones debidas a Stone !* son de un
gran valor.
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El medio utilizado por Stone para lograr las formaciones
quisticas es una solucién de distintas sales cuya férmula es
la siguiente: -

Gl o oS G O 8. gms.
Cloruro célcico |

Cloruro potésico § e b st ot SR 0,201z
@lorurofmagnésicotieE LI 1 SRTITON SNi(iSany 0.01 gm.
Fosfato sédico (Na,HPO,) - - _______ 2. gms.
Bicarbonato 86di€0 - _omm__oco 0.40 gm.
Fosfato potéasico monobésico (KH,PO,)_——————— 0.30 gm.
AT s oSt Ag g =T R IS eSS R BEEE LA 1000 gms.

Con esta solucién asegura Stone haber obtenido la pro-
duccién de quistes de manera constante. Nosotros no hemos
sometido ain a comprobaciéon la vitalidad morfolégica de
estas formaciones quisticas producidas con la férmula de
Stone. Gladys M. Craig'® aprovecha la ‘‘accién puffer’” de
las dos sales potasicas y sédicas (KH,PO, y Na,HPO,) en la
solucion de Stone para mantener la constancia del pH.,
habiendo podido comprobar que, cuando el pH. se mantiene
entre 6.8 y 8.3, el crecimiento de la endameba y su trans-
formacién quistica aumentan a compas de la alcalinidad del
medio en un periodo de 24 a 48 horas, y el momento maés
favorable para las formaciones quisticas tiene lugar cuando
el pH. alcanza de 7.4 a 7.6.

Durante los dos ultimos afios, en vez de suero humano,
de conejo o de caballo, que eran los que utilizibamos en
nuestras primeras experiencias, empezamos a emplear liquido
hidrocélico o ascitico, del tltimo de los cuales pudimos ob-
tener en todo momento la cantidad que necesitibamos en los
servicios del Freedmen’s Hospital. La substitucién resulté
muy satisfactoria, pudiendo obtener buenos crecimientos de
endamebas, algunos de los cuales llegaban a alcanzar de 35 a
40 micras de didmetro. Hemos tratado también de emplear
liquido pleuritico obtenido de pleuresias tuberculosas, pero
no nos di6 buen resultado. La multiplicacién de la E. histo-
lytica es muy lenta, el tamafio suele ser muy pequefio, de
unas 21 micras de didmetro, y fenece facilmente después:de
varios pases. Los gatitos inoculados con cultivos mezclados
con liquido hidrocélico, tienen un periodo de incubacién de
igual duraciéon que los inoculados con cultivos erecidos en
suero caballar, humano o de conejo. Con cultivos mezclados
con liquido pleuritico se necesita inocularlos mas de una vez
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y el pemodo de incubacién es mds largo. El ntimero de
organismos contenidos en cada ce. de la emulsién inoculante
es, por supuesto, mucho menor.

Como los gatitos mamoncillos atin y los perritos muy
jovenes ahmentados con una dieta cargada en hidratos de
carbono presentaban mayor resistencia a la infestacion enda-
mébica que los que se alimentaban con gran cantidad de
sustancias protéicas, decidimos comprobar in vitro la vita-
lidad de la E. histolytica, verificando ciertos cambios en la
concentracién de los carbohidratos de los medios de cultivo.

Desde hace mucho tiempo han venido empledndose arroz
v harina de trigo para el crecimiento de la E. histolytica en
los medios de cultivo, aunque ello no es imprescindible.
Nosotros hemos utilizado cultivos con harina de arroz ha-
biendo logrado contar hasta 32 particulas de almidén en el
interior de una amiha después de 24 horas de incubacién.
Las amibas contenian también muchas més bacterias en el
endoplasma que lo que suele generalmente observarse en los
ejemplares no degenerados de FE. histolytica obtenidos en
cultivos. Los granulos de almidon aparecian digeridos diver-
samente. Las amibas obtenidas en estos cultivos, aunque
muy numerosas la mayoria de las veces, se movian muy
perezosamente, permaneciendo detenidas en un sitio de 4 a
6 minutos, frecuentemente se hinchaban hasta convertirse en
un glébulo grueso y en ocasiones emitian un seudépodo en
alglin que otro sitio y lo retiraban poco después. KEsta falta
de impulso progresivo en determinada direccién difiere algo
del comportamiento del organismo de la misma raza crecido
en medios no feculentos, que aunque también lento en sus
movimientos, menos numeroso y de menor tamaifio, suele
avanzar y recorrer la duodécima parte del didmetro del
campo microseopico a gran aumento, en ese mismo tiempo.

Con los cultivos no feculentos conseguimos aumentar el
volumen del organismo y pudimos entonces administrar a los
gatos enemas inoculantes que contuviesen el mismo ni-
mero de trofozoos. Con las amibas gruesas y perezosas ere-
cidas en medios feculentos no se ohtiene el mismo porcentaje
de infestaciones que con las amibas activas cultivadas en
medios no feculentos. No obstante, si se pudiese ocluir
.completamente el recto para evitar la expulsion del liquido
infestante, los resultados serian los mismo, poco més o menos,
con el uso de otro organismo.
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Hase observado que los trofozoos procedentes de los
abscesos hepéticos, la mayor parte de las veces estan repletos
de particulas de glicdgeno, son muy lentos en sus movi-
mientos y no se consigue con ellos inocular a los perros con
la misma facilidad que con los trofozoos activos y no tan
gruesos, tales como los procedentes de las disenterias agudas.
Discusion: ;

Por lo que se refiere al organismo en si y a su facultad
penetrante en la mucosa, nosotros creemos que la accién
mecénica de los seudépodos tiene la misma importancia que
la accién citolitica del organismo deserito por Craig?. Si
la actividad de los seudépodos disminuye por cualquier cir-
cunstancia, atin cuando existan en los tejidos ligeras trans-
formaciones necrésicas provocadas por substancias ecitoli-
ticas, el poder de invasién de la E. histolytica decrece también.
Esta debilidad del poder agresivo de las amibas puede, no
obstante, quedar contrarrestado por la accién de las toxinas
segregadas. por las bacterias de las infecciones asociadas,
por la irritaciéon que provocan las substancias quimicas
(medicamentos), por el efecto debilitante sobre la mucosa
intestinal del agua caliente sobre el colon (enemas), o por
el éstasis intestinal (estrefiimiento), permitiendo a estas
razas de amibas poco movibles penetrar la mucosa. Quizas
a este 1ltimo pueden achacarse las ulceraciones que se obser-
van en el recto, ciego y colon ascendente, mas numerosas que
en el resto del tubo intestinal.

Nuestra opinién es que la aparente tolerancia de los
habitantes de Puerto Rico frente a las amebiasis, se debe en
cierto modo el régimen alimenticio mas corriente en este
pais, pues la alimentacién rica en hidratos de carbono ami-
nora la vitalidad de la E. histolytica, produciéndole un estado
letargico que no la estimula a penetrar en la mucosa. Ciertas
observaciones wn vitro y algunos trabajos de experimentacion
animal parecen apoyar esta hipétesis. La debilidad de pene-
tracion y la multiplicaciéon de la E. histolytica en el tracto
intestinal repleto de substancias hidrocarbonadas pueden ex-
plicar la falta de sintomas disentéricos de los sujetos por-
tadores. Craig?' no admite que la amiba puede multipli-
carse sin previa penetracion en la mucosa. FEl hecho es que
no sabemos cudl es el mecanismo de defensa orgénica contra
la invasién amibiana. La reaccién més generalmente obser-
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vada en las ulceraciones del colon es la infiltracién leucocitaria
y la proliferacién del tejido conjuntivo, ambas moderadas.
Alguna vez se observan amibas, sin bacterias que las acom-
paifien, localizadas por debajo o entre las fibras musculares
de la mucosa, en pequefios espacios libres sin signos marcados
de infiltracién celular.

La infestacién amibiana no suele ser muy violenta en sus
comienzos. Los casos fulminantes generalmente se deben a
invasiones combinadas con el estreptococo hemolitico o con
ciertos microorganismos del -género Shigella. Kl estrepto-
coco produce una toxina acidégena que inhibe el crecimiento
del Escherichia coli, cuyo antagonismo, al privar al colon de
su flora protectora, quizas favorezca la proliferacion de la
E. histolytica. Pero para resolver este problema necesitamos
conocer mas profundamente no solamente el efecto del clima
sobre la biologia humana sino las variaciones de la flora in-
testinal en los diferentes climas.

Resumen y conclusiones:

Segiin observaciones practicadas, los trofozoos de la En-
damoeba histolytica ohtenidos en cultivo, cuando estan re-
pletos de granulos de almidén de arroz, se tornan menos mo-
vibles que los procedentes de medios de cultivos no feculentos.
Fsta escasa movilidad de los trofozoos puede ser la causa
de su menor poder de invasién cuando se trata de contaminar
experimentalmente ciertos animales.

Los gatos jovenes, de 450 a 1,180 gramos de peso, some-
tidos a una alimentacion abundante en hidratos de carbono—
trigo, pan, arroz, judias y agua, principalmente—manifiestan
mayor resistencia a la inoculacién con la E. histolytica que
los gatos de igual peso alimentados principalmente. con un
picadillo de higado v pescado en leche. [ 5003

Los resultados obtenidos con los perros puestos a una
dieta semejante corresponden a los resultados obtenidos con
los gatos, aunque aquellos animales presentan una resistencia
natural mayor que éstos. Los quistes amibidsicos obtenides
en las deyecciones de los perros, aunque morfolégicamente
semejantes, difieren de los que aparecen en la excreta humana
de los casos disentéricos crémicos. Son menos resistentes
ante las soluciones de cloro, perecen a una temperatura més
baja, no son capaces de contaminar a los perros ni a los gatos
que los ingieren, y no se les puede cultivar después de algtin
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tiempo (después de un viaje de Washington a Nueva York,
por ejemplo). Los quistes obtenidos en cultivos conveniente-
mente alterados corresponden bioldgicamente a los proce-
dentes de la excreta de los perros contaminados experimental-
mente que antes hemos mencionado. Para cultivar la E.
histolytica hemos usado un medio que contenia liquido asei-
tico e hidrocélico en lugar de suero humano, caballar o de
conejo. Kl liquido pleuritico tuberculoso no nos dié tan buen
resultado como las anteriores. Los gatitos que pesaban
menos de 450 gms. no se prestaban muy bien a la experimen-
tacion con la E. histolytica cuando habia que darles una
dieta especial.

Deseo expresar mi agradecimiento al Capitdn William S.
Stone de la Escuela Médica del Ejéreito en Washington, por
haberme proporcionado las razas de E. histolytica que nece-
sité en mis experimentos, al personal del Freedmen’s Hospital
que me proveyd de liquido ascitico, hidrocélico o pleuritico,
y, al cuerpo facultativo del Departamento de Anatomia Pato-
l6gica por la ayuda prestada en mis trabajos ejecutando los
cortes histolégicos del colon y del higado de los animales que
disecamos.

(R. L. trad.)
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