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A.- RESUMEN

Se ha demostrado la presencia de la actividad de
colagenasa especifica por colagena tipo | en trofozoitos de
cultivo axénico de Entamoeba histolytica. As{ mismo, en
nuestro laboratorio, se ha detectado la actividad de
colagenasa en los granulos secretados por la amiba. Esta
enzima se ha correlacionado con la virulencia de las amibas,
aunque no se ha estudiado su naturaleza en trofozoitos de
cultivos polixénicos, aislados de pacientes asintomaticos y
sintomaticos. Por lo tanto, el objetivo general de nuestro
trabajo fué la evaluacién de la actividad de colagenasa de
las cepas de cultivo polixénico de E. histolytica. Para
poder realizar estos estudios se procedidé a separar las
amibas de las bacterias y material particulado, propio del
cultivo, mediante filtracién, centrifugacion diferencial y
un gradiente de percoll. En todos los casos se encontré que
los 6 anillos y el sedimento contenian trofozoitos. La cepa
HHM-48 de un paciente sintomatico con absceso hepatico y
colitis amibiana presenté actividad de colagenasa. Dentro de
los trofozoitos provenientes de portadores asintomaticos
(HM-43, HM-44 y HM-48) esta actividad enzimatica fué muy
variable. Esto nos sugirié que teniamos poblaciones
heterogéneas en nuestros cultivos. Para observar estas

diferencias se estudiaron los trofozoitos separados por

Percoll. Estos presentaron diferentes actividades de

-



colagenasa, asi mismo, se detectaron amibas provenientes de
estos anillos sin actividad de colagenasa.

Estos resultados sugieren que,los trofozoltos de
Entamoeba histolytica de pacientes asintomidticos en cultivo
polixénico contienen cepas de amibas virulentas y no

virulentas.



B.- INTRODUCCION

& amibiasis es una infeccidén causada por el parasito
Entamoeba histolytica con o sin manifestacidén clinica vy
constituye un grave problema de salud en muchos paises;
alrededor del 10 % de la poblacién mundial alberga a este
protozoario (1). El 15 % de estos casos son sintomaticos, el
tipo de l!esiédn principal se produce en la mucosa intestinal
y en los cascs mas graves, existen lesiones en el higado u
otros organos (2). La mayoria de las infecciones ( 80% al
23 % ) son completamente asintomaticas y las amibas se

encuentran como comensal en el colon (1,3).

I.- EPIDEMIOLOGIA

La historia de este microorganismo se remonta a 1869
cuando Timothy Richard Lewis, describe a las amibas en heces
humanas, en 1875 Logsch, realiza la primera descripcidén de
disenteria amibiana y produce colitis en perros inoculando
con heces de pacientes, por via oral o rectal. El primer
caso de amibiasis en el hemisferio occidente es reportado
por Osler en 1890. En 1891 Lafleur y Councilman, describen
la patologia de la colitis amibiana. En 1893 es descrito el

quiste de Entamceba histolytica y de Entamoeba coli por

Quincke y Ross. En 1903 Fritz Schaudinn lo denomina como

Entamoeba histolytica debido a su capacidad aparente para




destruir tejidos y distingue dos tipos de amibas que
infectan ai hombre; E. coli que es el comensal y E.
histolytica asociada casi siempre oon la invasidn y la
enfermedad (4).

En 1925 William Boeck y Drobhlav, utilizando el medio
"Locke-albumina-huevo™ cultivaron sucesivamente a E.
histolytica (referido en 4). En 1928 Dobel! en estudios
realizados con monos, induce enquistamiento de trofozoitos
amibianos agregando almiddn de arroz al medio de Boeck-
Drobhlav (referido en 4), y describe el ciclo de vida
completo de este parasito.

Esta serie de trabajos, establecieron las bases para
investigaciones posteriores, que continuaron en la década de
los afios 50's. Se establecidé que la amibiasis es una
enfermedad entérica que se adquiere por ruta fecal-oral
usualmente de persona a persona (4).

Grandes avances en la investigacién sobre la amibiasis
incluyen el desarrollo del medio TY1-5-33 para el
crecimiento de amibas en condiciones axénicas por Diamond
1968-1978 (5). Con el cultivo axénico de este parasito se
incrementaron los estudios de amibas en animales
experimentales y en sistemas de cultivo de tejidos. Asi
mismo se han realizado analisis bioquimicos, de enzimas
amibianas, posibles toxinas y adhesidén de proteinas que han

permitido en parte comprender y controlar esta enfermedad

invasora 3,4},



I1.- CLASIFICACION

Entamoeba histolwvtica pertenece al phylum protozoo,

subphylum Sarcodina, superclase Rhizopoda, clase Lobosea.
orden Amoebida, familia Entamoebidae (2,6), gensro Entamoeba

que incluye las especies: E. histolytica, E. coli,

E. polecki, E. gingivalis, E. moshkovskii e E. invadens

(2,3).

IIl.- BIOLOGIA DE Entamoeba histolytica

Los trofozoitos son células vegetativas gque se
reproducen por fisidén binaria, no tienen una forma fija y se
mueven unidireccionalmente a través de un pseuddpodo |lamado
lobopodia ( ectoplasma )., Miden de 15-50 um de didmetro
(2,7), aungque esto es dependiente de la cepa y el estado de
desarrollo, son ademas anaerobios facultativos que crecen a
pH de 6.0 - 6.5, Contienen un nucleo sencillo que mide de
4-5 um con cromatina periférica, el citoplasma consiste de
un ectoplasma claro y un endoplasma granular que contiene
numerosas vacuolas lisosomales y fagociticas. Presenta
estructuras similares a microfilamentos de actina, al
parecer carece de citocromos, ruta metabdlica de Embden-
Meyerhof y reticulo endopldsmico rugoso. Tiene un sistema de
malato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa con una
capacidad limite para consumir oxigeno un poco arriba del

5 % (2,3,4,8).



Los quistes representan la forma infectante, son de
forma oval o redonda, no tienen movimiento y presentan una
pared celular de quitina de 0.5 um de grosor que s8s5 muy
resistentse a condiciones ambientales extremas como por
ejemplo: no se desecan a temperaturas arriba de 50°C,
soportan periodos largos en agua clorada, resisten
secreciones gastricas.

El guiste mide de 10-20 uym presenta de uno a cuatro
nucleos dependiendo del! estado de maduracidén, estos nucleos
son morfologicamente iguales al nucleo de los trofozoitos
(2, referido en 4). Contienen cuerpos cromatoides con bordes
lisos y redondos, estos cuerpos parecen masa de ribosomas
involucrados en la sintesis de proteinas, existen
ribonucleoproteinas en orden helicoidal en el citoplasma.
Tienen vacuolas de glicégeno y al parecer no tienen

mitocondrias (2,4).

IV.- CICLO BIOLOGICO

El quiste de E. histolytica puede sobrevivir fuera del
huésped semanas o meses en medio ambiente humedo y cuando es
ingerido provee al pardsito de proteccidn contra la acidez
gastrica normal. Despues de la ingestidn sigue el
desenquistamiento en @] intestino delgado o en el intestino
grueso. El nicleo se divide para formar ocho nicleos (estado

de metagquiste) siguiendo una divisidn citoplasmatica,



originandc finalmente ocho trofozoites amibianos. La
poblacidn de trofozoitos, entonces se aloja en el intestino
delgado donde la invasidn puedse ocurrir. Individuos
infectados excretan arriba de 45 millones de gquistes por dia

(9).

V.- CULTIVOD

E. histolytica fué cultivada primero por Boeck y
Drobhlav en 1925, quienes utilizaron un medio difasico: una
fase sdlida y una fase liquida. Al afio siguiente Dobell y
Laidlow formularon un medio difAdsico que contenia: suero de
caballo, solucién Ringer y almidén (referido en 2). Este
medio es aun usado para aislar y/o prolongar cultivos de E.
histolytica en asociacidén con otros organismos ( cultivos
polixénicos ). También fué desarrollado un medio monofasico
por Balamuth y Nelson utilizado para el aislamiento directo
de amibas de materia fecal. Ambos tipos de medio contienen:
suero, huevo de gallina y bacterias como fuente de
nutricidén, factores de crecimiento y almidén de arroz que
estimula el crecimiento y replicacidn de las amibas
(referido en 2). La inoculacidén del medio difasico con
partes de materia fecal, conteniendo una mezcla de flora
bacteriana da como resultado el cultivo de amibas xénico
( amibas-bacterias ). Para evitar el sobrecrecimiento de las

bacterias en el cultivo, se agregan varios antibioticos.



Shaffer v Frye en 1948, desarrollan un medio
monoxénico, en el cual la asociacidn de bacterias fué
controlado mediante la adicidn de penicilina. Algunas
modificaciones a este medio fueron realizadas por Reeves y
colaboradores. Asi mismo, identifiecd varios requerimientos
para que E. histolytica creciera ( hierro y vitamina B, .

Otros tipos de medios incorporando Trypanosoma y Crithidia

como células asociadas han sido utilizados (referido en 2).
El desarrollo de técnicas para el cultivo axénico de

amibas ( sin otros parasitos o bacterias ) ha sido de gran

ayuda para el estudio de E. histolytica (4). El cultivo

axénico fué reportado por primera vez en 1961 por Diamond

(10). El medio que actualmente se utiliza es el TYI-S-33

( tripticasa, extracto de levadura, hierro y suero )

desarrollado en 1978 (5,11),

V1.- DIAGNOSTICOD

Dado que el ciclo de vida de E. histolytica involucra
su presencia en el intestino delgado ¥y la emisidn de quistes
o trofozoftos en las excreciones, el analisis de heces para
detectarlos es de gran importancia en =1 diagnédstico de una
supuesta infeccidn intestinal (12). El exé&men de muestras
puede ser realizado por técnicos adiestrados quienes son
capaces de diferenciarla entre otros paradsitos protozoarios,
-helmintos, bacterias, levaduras, otras amibas intestinales y

macrofagos (2).



Los quistes se encuentran cominmente en las muestras de
heces, las cuales pueden ser fijadas con alcohol
poiivinilico ¢ PVA ) y después tefiidas (12). El diagndstico
de E. histolytica se establece en base a diferencias
morfoldgicas, siendo su estructura nuclear la mas
caracteristica en amibas entéricas. El trofozoito de E.
histolytica usualmente tiene un nicleo con cromatina
periférica y un endosoma pequefio localizado en el centra. El
gquiste tiene de uno a cuatro nucleos, los cuales son mas
pequefios que el del trofozoito pero similares
morfoldgicamente (2).

El uso de técnicas inmunolégicas para diagnosticar la
amibiasis ha ido aumentando con el conocimiento inmunolégico
de las amibas (1,13). Las pruebas seroldgicas se utilizan de
manera conjunta con el método directo de identificacidén de
las amibas en heces (14). Las pruebas serolégicas mas

comunmente utilizadas son:

1.- inmunodifusidén Ouchterlony (1D)

2.- contrainmunoelectroforesis (CIEP)
3.~ inmunofluorescencia indirecta (T1F)
4.- hemaglutinacidn indirecta (ITHA)

S.- inmuncensayoc enzimatico (ELISA-EIA)
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No obstante, las pruebas seroldgicas tienen algunas
desventajas: existe una gran variacidn de resultados entre
una prueba y otra, esto debido a gque se trata de comparar
datos obtenidos con diferentes preparaciones antigénicas con
distintos criterios para la lectura de las pruebas y la
clasificacidn de pacientes (1). Ademas las prusebas
seroldégicas utilizan sueros policlonales gque son una mezcla
heterogenea de anticuerpos, gque muchas veces no tienen la
suficiente especificidad ni sensibilidad, aspecto que es muy

importante para el inmunodiagnostico (15).

VI1.- ANTECEDENTES

Algunos procesos bioldgicos de E. histolytica se han
relacionado con su patogenicidad, dentro de estos se
encuentran la fagocitosis, la movilidad, la adherencia y la
secrecion (B). Durante la infeccidén amibiana sintomatica,
las amibas destruyaﬁ las células y los tejidos del huésped,
a través de la produccién y liberacidn de sustancias
citoliticas (16,17,18,19,20,21,22), hidroliticas
(23,24,25,26), ol ameboporo (27,28,29), lisosomas amibianos
(30) ¥ la actividad de colagenasa (31).

La mayor parte de la matriz extracelular, esta
constituida de una compleja mezcla de componentes tales

como, proteinas colagénicas y no colagénicas (32), siendo la

coladgena uno de los principales componentes.



5e ha demostrado que los trofozoitos poseen una
actividad colagenolitica, que puede estar localizada en la
membrana plasmatica de la amiba (33). Esta colagenasa es
especifica para la colagena tipo | y podria jugar un papel
importante en la destruccidn de los tejidos (31).

La correlacidén linear entre virulencia, medida como la
capacidad de producir abscesos hepaticos en hamsters recién
nacidos (34) y la actividad colagenolitica, apoya la
sugerencia de que esta enzima participa en la invasidén de
los tejidos (31).

Estudios en nuestro laboratorio, acerca de la
localizacidn de esta enzima han demostrado que la amiba
( cepa HM-1 ) secreta unos granulos electrodensos ( GED )
los cuales contienen a esta colagenasa (35).

Una gran mayoria de estudios, se han realizado con
cepas de E. histolytica dé cultivos axénicos, no obstante la
amiba se encuentra in vivo en asociacidén con
microorganismos. Tal asociacién podria ser un factor
adicional de la patogenicidad del parasito, por esta razén
algunos investigadores han realizado estudios comparativos
de ultraestructura, bioquimica y citoquimica de las amibas
en cultivo axénico, monoxénico y polixénico
(36,37,38,39,40).

Se tienen algunos conceptos acerca del papel de las
bacterias en cultivo con las amibas: uno postula que la

flora bacteriana puede proveer las condiciones necesarias de

11



anaerobiosis o de potencial redox (41), otro concepto
menciona gue !os productos del metabolismo bacteriano son
utilizados por Ia amiba (41) y un tercer concepto, sugiere
que la flora bacteriana puede aportar sistemas enzimdticos,
los cuales la amiba necesita para digerir material
alimenticio en el medio (41). Se ha demostrado que los
mecanismos moleculares de |a adhesidén bacteriana a los
trofozoitos de E. histolytica ¥ la adhesidn de los
trofozoitos a otras células es a través de lectinas (42).
Debidec a la importancia de la actividad colagenolitica
en cepas axénicas (31) y las condiciones en que la amiba se

encuentra in vivo, resulta de gran interés la elaboracidn de

un estudio, en cuanto a la actividad de colagenasa de las

cepas de E. histolytica de cultivo polixénico, provenientes
de pacientes asintomAticos y sintomaticos. Particularmente,
debido a gue la colagenasa se ha sugerido que es un factor

importante en la virulencia del parasito.

12



C.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad colagenolitica en las diferentes
cepas de cultivo polixénico de Entamoeba histolytica que
provienen de pacientes asintomaticos y sintomaticos, para
establecer si existe alguna relacidn entre esta actividad

enzimatica y la patogenicidad de cada una de las cepas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1).- Comparar la actividad colagenolitica entre las

cepas de cultivo polixénico, aisladas de pacientes

asintomaticos y sintomiticos.

2).- Estudiar la heterogenicidad de estos cultivos

mediante el ‘uso de gradientes de Percoll.



D.- MATERIAL

CEPAS DE ENTAMOEBA: Proporcionadas por Margarita de la Torre

Instituto Mexicano del Seguro Social ( IMSS ).

CEPA CULTIVO FUENTE: PACIENTE PROCEDENCIA
HM-1 AXENICO SINTOMATICO I MS S
HM-43 POLIXENICOD ASINTOMATICO I HS S
HM-44 POLIXENICO ASINTOMATICO 1 S S
HM-46 POLIXENICO ASINTOMATICO I MS S

HM-48 POLIXENICO SINTOMATICO I MS S

14
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1.- CULTIVO AXENICO

Medio TYI-5-33 Diamond (5)

Para 1000 ml de medio de cultivo

Biotriptasa 30 g
Dextrosa 10 g
Cloruro de sodio 2 g
KH; PO, 0.6¢
K2 HP O, 1 g
L-cisteina 1 g
4cido ascoérbico 0.2g

citrato férrico de amonio 0.023g

Se pesaron las cantidades arriba mencionadas y se
disolvieron en agua bidestilada hasta 500 ml, se ajusto el
PH a 6.8 con NaOH 1 N ( se peso 20 g de NaOH y se aford con
500 ml de agua bidestilada ) se aford a un volumen de 820 ml
y se esterilizd por autoclave a 121°C 15 Ib/in? durante 15
minutos. El medio TYI-S-33 se complementd con suero bovino
inactivado ( se colocd en un bafio de agua a 56°C durante 30
minutos con agitacidn constante ) ¥y con vitaminas de

Diamond.

II.- CULTIVDO POLIXENICO

Se llevd a cabo en medio de Boeck y Drobhlav,

modificado por Margarita de la Torre (43).
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Consta de dos fases: una sélida que consiste en una
suspensidén coagulada de huevo de gallina, sangre y una fase
ligquida, 1la cual contiene solucidn Ringer estéril mads suero
bovino a! 3%, a estas se les afladieron las amibas ¥ se les

agregd una porcidn pequefia de arroz estéril.

SOLUCION RINGER

Para 1000 ml de solucién:

Cloruro de sodio 8 g
Clururo de potasio 0.2 g
Bicarbonato de sodio 0.2 g
Cloruro de calcio 0.2 g
Cloruro de magnesio 0.010g

Se pesaron las cantidades mencionadas y se aforaron con
agua bidestilada, 3 un volumen final de 1 litro. El pH final

fluctua entre 6.5 - 7.0,

ALMIDON DE ARROZ

Se esterilizaron de 2 a 3 g de almidén de arroz en
frascos de boca ancha con tapdn de rosca de poca capacidad,
en un horno a 150°C por 2.5 horas. Se guardo a temperatura

ambiente.



111.-EXTRACCION DE COLAGENA

Acido acético 0.25 M
Se tomaron 15.01 ml de Acido acéti'Co y se aford con 1 litro

de agua bidestilada.

Pepsina 1:60,000 (0.25 mg/ml)
Se pesaron 250 mg de pepsina, se disuelven en 20 ml! de agua

destilada y se aford a 1 litro con acido acético 0.25 M.

NaOH 1 N
Se pesaron 40 g de NaOH, se disolvieron y aforaron en agua

bidestilada hasta completar un volumen de 1 litro.

Tubos de dialisis

50ft., S0mm 3787-f 77

Solucidn amortiguadora de Tris-HCl 0.05 M, NaCl 1.7 M

pH 7.2:

Se pesaron 6.057 g de tris, 99.348 g de NaCl y se
d;soivieron en agua bidestilada, aproximadamente 800 ml, se

les ajustd a pH 7.2 con HCl concentrado y se aford a 1

litro.

Solucidn amortiguadora de Tris-HC1 0,05 M, NaCl 2.5 M

pH 7.2:

Se pesaron 6.057 g de Tris, 146.1 g de NaCl y se disolvieron
en agua bidestilada 800 ml, se le ajustéd a pH 7.2 con HCI

concentrado y se aford a 1 litro.
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Solucién amortiguadora de Tris-HCl 0,05M, NaCl 4 M pH 7.2:
Se pesaron B5.057 g de Tris, 233.76 g de NaCl y se
disolvieron en agua bidestilada 800 ml, se le ajustd a pH

7.2 con HCl concentrado y se aford a 1 litro.

Liofilizado
Mezcla de ascetona-hielo seco, se congelaron las y muestras

se colocaron en la liofilizadora.

1V.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DODECIL
SULFATO DE SODID ( PAGE - SDS ).
AGAROSA 1%
Se pesd 1 g de agarosa, se disolvid y aford a 100 ml de agua

bidestilada.

ACRILAMIDA 30%
Se pesaron 15 g de acrilamida y se disolvieron en 50 ml de -

agua bidestilada. Se almacend a 4°C.

BIS-ACRILAMIDA 1%
Se pesaron 0.5 g de bis-acrilamida y se disolvieron en 50 ml

de agua bidestilada. Se almacend a 4°C.

Tris-HClI 2 M pH 8.7
Se pesaron 22.4 de tris, se disolvieron en 60 ml de agua
bidestilada. El pH se ajustd a 8.7 con HCl concentrado y se

aford a 100 ml con agua bidestilada. Se almacend a 4°C.



Tris-HCl 1 M pH 6.8
Se pesaron 12.1 g de tris, se disolvid en 60 ml de agua
bidestilada. E! pH s8 ajustd a 6.8 con HC| concentrado y se

aford a 100 ml con agua bidestilada. Se almacend a 4°C.

DODECIL SULFATO DE SODIO ( SDS ) 20%
Se pesaron 20 g de SDS, se disolvieron y aforaron a 100 ml

con agua bidestilada.

PERSULFATO DE AMONIO 10%
Se pesaron 10 mg de persulfato de amonioc y se disolvieron en

100 pl de agua bidestilada.

N,N,N",N*-TETRAMETILETILENODIAMINA ( TEMED )

AMORTIGUADOR DE MUESTRAS ( 10X )
Se mezclaron 0.15 g de tris, 2.5 ml de SDS al 20%, 2 g de
glicerol y 2 mg de azul de bromofenol, se ajustd el pH a 8.3

con HCl concentrado y se aford a 10 ml con agua bidestilada.

AMORTIGUADOR DE CORRIDA ( S5x )
Se mezclaron 15.13 g de tris, 72.06 g de glicina y 5 g de
SDS, la mezcla se ajustd a un pH de B.3 y se aford a 1000 ml

de agua bidestilada.

18



GEL CONCENTRADOR 3% GEL SEPARADOR 12.5%
ml ml

ACRILAMIDA 0.5 4.16
B1S-ACRILAMIDA 0.4 1.68
TRIS-HCL 1M
pH 6.8 0.625 i
TRIS-HCL 2M
pH 8.7 ey 3.75
H2 0 3.4 0.278
PERSULFATO DE
AMONIO 10% 0.025 0.060
SDS 20% 0.025 0.05
TEMED 0.010 0.008

SOLUCION TERIDORA DE GELES
Se pesaron 1.25 g de azul de coomassie G-250 y se mezclaron
con 227 ml de metanol absoluto, 227 ml de agua bidestilada ¥y
46 ml de acido aceético glacial. 5e almacend a temperatura

ambiente.

SOLUCION DESTERIDORA DE GELES
Se mezclaron 600 ml de etanol absoluto en 200 ml de 4acido

acético glacial y se aford a 2000 ml con agua bidestilada.
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V.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DE LA
COLAGENA TIPO 1
REACTIVO DE FOLIN
Na;C0; al 2% disuelto en NaOH 0.1 N: se pesaron 2 g de

Na;CO;, 400 mg de NaDH, se disolvieron y aforaron en agua

bidestilada hasta completar un volumen final de 100 ml.

TARTRATO DE SODID Y POTASIO 2%
Se pesaron 2 g de tartrato de sodio y potasio, se aford en

100 ml de agua bidestilada.

SULFATO DE COBRE 1%

Se pesd 1 g de sulfato de cobre y se aford a 100 ml de agua

bidestilada.

REACTIVO DE FENOL

Folin-Cliocalteu mas agua destilada ( 1:1 V/V ).
VI.~- ENSAYO DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA

Medio TY1-5-33 modificado ( sin suero y sin

L-cisteina ). Para 1000 ml de medio de cultivo:

BIDTRIPTASA 30 g
DEXTROSA 10 ¢
CLORURO DE SODIO 2 g
KH, PO, 0.6¢g
K2 HPO,. 1 g
ACIDO ASCORBICO 0.2g

CITRATO FERRICO DE AMONIO 0.023¢g

21
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Se pesaron las cantidades arriba mencionadas y se afiade
agua bidestilada hasta = B20 ml, se ajustd el pH a 6.8
con NaOH 1 N ( se pesaron 20 g de NaOH y se aforaron en 500
ml de agua bidestilada ) se aford a un volumen de 1 litro y
se esterilizd por autoclave. Por cada 100 ml de medio
TY!-5-33 modificado se afiadio 500 ul de CaCl; 0.1 M estéril
( se pesd 1.47 g de CaCl: y se disolvid, aforandose en agua
bidestilada hasta completar un volumen final de 100 ml luego
se esterilizd por autoclave ) y 58 le adicionaron 600 ul de

antibiotico.

ACIDO ACETICO 0.25 M

Se prepard como ya se ha descrité.

TUBOS DE DIALISIS

100 ft. 11 mm 3787 - ha47v

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-HCL 0.5 M pH 7.2
Se pesd 60.57 g de tris, se disolvidé en agua bidestilada =
800 ml y se le ajustd a pH 7.2 con HCl concentrado, se aford

a L TiEro.

CAJAS FALCON

De 86 pozos con fondo plano

SOLUCION RINGER ESTERIL MAS ANTIBIOTICO
La solucién Ringer se esterilizd por autoclave y a cada 100

m! de solucidn Ringer se le agregaron 600 ul de antibiotico.
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ENVOLTURA AUTOADHERENTE

Kleen-Pack

AMORT IGUADOR DE FOSFATOS SALINOS PARA AMIBAS ( PBS-A )
I) 50 ml de soluciédn amortiguadora de fosfatos 300 mM
1) 58 ml de cloruro de sodio 3.08 M
I) Preparacién del fosfato monobasico de potasio ( KH:PO. )
300 mM: se pesaron B1.65 g, se disolvieron en agua
bidestilada y se aford a 2 litros.

Preparacidén del fosfato dibasico de potasio ( K:HPO, )
300mM: se pesaron 107.51 g de la sal, se disolvieron en agua
bidestilada y se aford a 2 litros. En el potenciometro se
agregd a la solucidn dibasica poco a poco la solucién
amortiguadora monobasica hasta llegar a un pH 7.0
11) Se pesaron 179.99 g de NaCl, se disolvieron y se aforé

en agua bidestilada hasta completar un volumen de 1 litro

GLUTARALDEHIDO 2.5%
Se tomaron 10 ml de glutaraldehido al 25% y se aford con

90 m! de PBS-A para tener una concentracidn final de 2.5%.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-HCL 0.05 M pH 7.2
Se pesaron 6.057 g de tris, se disolvieron en & 800 ml de
agua bidestilada se le ajustd a pH 7.2 con HCl concentrado y

se aford a 1 litro.



Se

ROJO DE SIRIO 1%

calentd agua destilada 500 ml y se le agregd poco a poco

acido picrico hasta saturar. 58 peso 1 g de rojo de sirio,

58

disolvid en la solucidn saturada de &cido picrico y se

aford a 100 ml.

Se

(

HCL 0.1 N
tomaron 1.823 ml de HCl concentrado y se aford a 500 m!

agua bidestilada.

NaOH 0.01 N - Metanocl absoluto
pesaron 0.040 g de NaOH, se disolvieron y aford en 100 ml

agua bidestilada. Se mezcld con metanol absoluto

1:1 V/V ).

VII.- SEPARACION MEDIANTE PERCOLL

Solucidén Ringer 10x:

CLORURO DE SODIO 0.8 g
CLORURO DE POTASIO 0.020¢g
BICARBONATO DE SODIO 0.020g
CLORURO DE CALCIO 0.020g
CLORURO DE MAGNESIO 0.001g
Se pesaron las cantidades arriba mencionadas, se aford con

10

ml de agua bidestilada y se esterilizé por autoclave.

PERCOLL ¢ PVP )
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ViIil.- REACTIVOS

J.T. BAKER :
DEXTROSA, CLORURO DE SODI0,BICARBONATO DE SODI10, CLORURO DE
CALCIO, CLORURO DE MAGNESIOD, ACIDO ACETICO GLACIAL, ACETONA,
ACIDO CLORHIDRICO, TARTRATO DE SODIO Y POTASIO, SULFATO DE

COBRE, CARBONATO DE S0DI10, ACIDO PICRICO,ETANOL Y GLICEROL.

B10-RAD LABORATORIES :

TRIS ¢ HIDROXIMETIL ) AMINOMETANO, ACRILAMIDA, TEMED,

AGARDOSA, BIS-ACRILAMIDA, PERSULFATO DE AMONIO, SDS Y GLICINA

COSTAR :

CAJAS FALCON DE 96 PDZ0OS CON FONDO PLANO.

MALL INCRODT :

CITRATO FERRICO-AMONIO.

MERCK :

FOSFATO DE POTASIO MONOBASICO, FOSFATO DE POTASIO DIBASICO,
L-CISTEINA, ACIDO ASCORBICO, CLORURO DE POTASIO, HIDROXIDO

DE S0DIO, GLUTARALDEHIDO, METANOL ABSOLUTO Y FIBRA DE VIDRIO

NORTH AMER N BID A 1

SOLUCION DE VITAMINAS DE DIAMOND.

SANFER :

ANTIBIOTICOS: TICAR Y CARBACIN.



SIGHMA :

PEPSINA, FOLIN-CIOCALTEU, ROJO DE SIRI10, AZUL DE BROMOFENOL,

AZUL DE COOMASSIE.

THOMAS SCIENTIFIC :

TUBOS DE DIALISIS 100 ft 1imm 3787-h 47, 50 ft 90mm 3787-f77

BIOXON-PBL MICROBIOLOGY SYSTEMS :

BIOTRIPTASA.

PHARMACIA :

PERCOLL ( PVP ).
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E.- METCDOS

1.- Cepa axénica de Entamoeba histolytica cepa HM-1.

CULTIVO

En tubos de 16 x 125 mm con tapdn de rosca se colocaron
10 ml de medio TYI-S-33 se esterilizaron por autoclave
posteriormente se les agregd en condiciones estériles, 2 ml
de suero de bovino (inactivado) més vitaminas ( por cada 100
ml de suero se adicionaron 5 ml de vitaminas ) y se les
colocd una alicuota de 0.2 ml - 0.5 ml de un tubo ( 48 hrs a
72 hrs de crecimiento ) colocado a 4°C durante 10 minutos.
Por Gltimo los tubos se cerraron perfectamente, se agitaron

e incubaron a 37°C.

Obtencién de trofozoitos de la cepa HM-1 :

Los tubos se colocaron a 4°C por 10 minutos, después se
agitaron suavemente y se colocd su contenido en tubos
cénicos de centrifuga estériles, se centrifugd a 1000
revoluciones por minutq { rpm ) durante 3 minutos, el
sobrenadante se descartd y la pastilla se resuspendidé en 5
ml de medio TYI1-5-33 modificado, se colocd una alicuota en
la camara de Neubauer y se realizéd el conteo de amibas, se
centrifugd nuevamente a 1000 rpm por 3 minutos y la pastilla

se resuspendid en medio TYI-5-33 modificado.



2.- Cepas Polixénicas de Entamoeba histolytica.

CULTIVO :

Se colocd un huevo de gallina por matraz y por cada
huevo 5 ml de sangre, se colocan el numero de huevos que se
vayan a emplear en un matraz de 1 litro, gque contenia
pedazeria de vidrio. Se agitd vigorosamente, hasta que los
huevos qusdaron mezclados homogeneamente, luego se agregd
la cantidad de sangre correspondiente y se volvid a agitar.
Posteriormente esto se filtrd con una gasa, se colocaron 50
ml de la mezecla en matraces de 125'a 250 m| de capacidad y
se les fabricaron tapones, por ultimo se colocaron los
matraces de 80°C a 82°C durante 30 minutos, se dejaron
enfriar toda la noche y después se esterilizaron por
autoclave. Una vez listos los matraces se procedid a
resembrar. Se cubrid la capa huevo - sangre con solucidn
Ringer estéril mads susro de bovino al 3%, se le afladieron
las amibas procedentes de tubos y se adiciond una asada de
polvo de arroz estéril, se cubrid la boca del matraz con

Parafilm y se incubaron a 37°C.

Obtencidédn de trofozoitos de cepas polixénicas
Del matraz de cada cepa se separd cuidadosamente el
sobrenadante y el sedimento ( que se depositd en la fase
sdlida ), tanto el sobrenadante como el sedimento se

filtraron en fibra de vidrio, con el proposito de retener el
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detritus del medio, la flbra se lavd abundantemente con
solucidn Ringer fria, para despegar las células gue pudieran
quedar retenidas. Esto fué centrifugado a 1000 rpm por 10
minutos, el sobrenadante debe quad;r libre de células, la
pastilla se resuspendid en solucidn Ringer y se procedid a
contar en la camara de Neubauser, posteriormente se

centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos y las células se

resuspendieron en solucidn Ringer. Todo se realizd a 4°C.

3.- Extraccidn de colégena.

La colagena fué cobtenida de placenta humana, de acuerdo
al método descrito por Rojkind (44). Una placenta de humano
se lavd y cortd, luego se colocd en 500 ml de acido acético
0.25 M conteniendo pepsina ( 0.25 mg/ml )} ¥y se incubd 24
horas a 4°C. Después se centrifugd a 5000 rpm por 2 horas a
4°C, el sobrenadante claro se decantd y neutralizo (pH 7.0)
con NaOH 0.1 M para inactivar a la pepsina. El proceso de
digestidn de las fibras de colagena no soluble, se repitid
en dos ocasiones mas y los sobrenadantes claros se mezclaron
para purificar los diferentes tipos de colagena. Estas
fueron dializadas a 4°C contra una solucidn amortiguadora
Tris-HCl 0.05 M pH 7.3 con 0.45 M de NaCl. Posteriormente,
para obtener las colagenas tipo I1l, | y V se dializaron
contra solucidn amortiguadora Tris-HCl! 0.05 M pH 7.3 con
1.7, 2.5 ¥y 4 M de NaCl respectivamente. Los precipitados se
disolvieron, dializaron y se congelaron con una mezcla de
acetona-hielo seco y se liofilizaron. Por Ultimo se

almacenaron a 4°C,
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La pureza de la coldgena tipo | se comprobd mediante
geles de poliacrilamida (45,

4.- Electroforesis en geles de poliacrilamida de la colagena
tipo 1.

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12.5% - SDS
acorde al método descrito por Laemli (45). El tamafio del gel
fué de 5.5 cm de largo y B cm de ancho, la camara
electroforética que se empled fué: Migthy Small 11 de Hoefer
Scientific Instruments San francisco. Para la realizacidn de
esta técnica, primero se ensambld la camara de
electroforesis. De la siguiente manera: se colocaron las
placas de aluminio sobre la camara, después se sobrepuso una
placa de vidrio en cada una de las placas de aluminioc, entre
ambas se colocd una "costilla"™ de 0.5 mm de espesor, por
Ultimo este dispositivo se presiond con un par de pinzas,
después se procedid a sellar la camara con agarosa al 1%,
se colocd el gel separador al 12.5% después de que
polimerizo se colocd el gel concentrador al 3% junto con un

"peine”™ para formar los espacios ( carriles ) en donde se

colocaron las muestras una vez polimerizado el gel. Se
quito el peine y se colocaron las muestras, las cuales
fueron tratadas previamente: la concentracidn empleada fué

de 1 mg de proteina en peso seco, se diluyd en un
amortiguador 10x para muestras (100upl) se hirvid durante 3

minutos y después se colocaron sobre los carriles, con una

microjeringa Hamilton ( 200 pl de capacidad ) un volumen



final de 10 pl. El amperaje que se utilizd para correr el
gel concentrador fué de 15 miliamperes y para el gel
separador fuéd de 25 miliamperes. E! amortiguador empleado

para la corrida de los geles fué 5x. Paralelamente a la
muestra de proteina, se utilizaron para ser corridas en
electroforesis proteinas de bajo peso molecular ( marcadores
de peso molecular ) cuyos pesos en kilodaltones ( kD )
fusron de : 14.4, 20.1, 30, 43, 67 y 94

Preparandose como se menciond anteriormente, teniendo
en 100 wyl de amortiguador 20 pul de marcadores de bajo peso
molecular.

Una vez concluida la electroforesis, el gel fué
despegado cuidadosamente de la camara, utilizando un chorro
de agua y una espatula. Posteriormente el gel fué incubado
con una solucién tefiidora toda la noche a temperatura
ambiente y con agitacidén. Luego el gel fué incubado durante
1 hora con una solucidén destefiidora. Una vez visulizados los
marcadores de peso molecular y la proteina se procedid a

tomar una placa fotografica ( figura 1 ).

5.- La determinacidén de proteina, se hizo de acuerdo al
método descrito por Lowry (46). Conforme se describe a
continuacidn: Se colocd la solucidén de proteina cuya
concentracidn se desconocia, asi como la proteina usada para

realizar la curva estandar ( albumina sérica de bovino BSA )
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FIGURA #% 1.
Electroforesis de la coldgena tipo [.-

Se muestra el patrén tipico de la coldgena tipo I purificada
de placenta de humano, conforme se describe en métodos (A) y
los marcadores de peso molecular (B).
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por separado, ambas fueron colocadas en agua destilada hasta

completar un volumen final de 200 pl. Se agregd con
agitacidn 1 ml del reactivo de folin ¥ se incubd por 10
minutos, luego se le agregd con agitacidn 0.1 ml del

reactivo de fenol y se incubd por 30 minutos. Por Ultimo se
leyd a 750 nm en un espectrofotometro. El blanco de cada
determinacidn fué agua destilada, tratado de igual manera
que la solucidn problema y la estandar. Todo se realizd por
duplicado, con los datos obtenidos en el estandar se
construyd una grafica de concentracidén de proteina contra
absorbancia a 750 nm. En esta grafica se extrapolaron los
datos obtenidos con la solucién problema de proteina

( coladgena tipo | ) y se les determind su concentracién.

6.- Ensayo de la actividad colagenclitica.

El ensayo consiste en breve: en cajas Falcon de 96
pozos con fondo plano, se colocaron 20 wul de coliagena tipo |
€ 1.9 mg/ml ), la cual previamente fué disuelta en &cido
acético 0.25 M durante 2 horas, posteriormente la colagena
se dializd contra una solucidn amortiguadora de Tris - HCI
0.5 M pH 7.2 por 2 horas, se incubd durante 1 hora a 37°C,
para que polimerizara y se esterilizé durante toda la noche
con luz UV, Estas peliculas se cubriesron con medio TYI-S-33
modificado para HM-1, colocando 1 x 10® ¥ 2 x 10°
trofozoitos por pozo por cuadruplicado, completando un
volumen final de 200 pl por pozo.

Para las cepas polixénicas, los pozos fueron cubiertos
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con solucidén Ringer mas antibidtico y se colocaron , 1 x 10°®
y 2 x 10? trofozoitos por pozo por cuadruplicado,
completando un volumen final de 20Q.ul por pozo. La caja se
selld con papel autoadherente (Kleen-Pack), se incubd 16
horas a 37°C, después se fijaron con glutaraldehido al 2.5%
por 1 hora, 2 pozos de cada cuadruplicado, tanto de HM-1
como de las cepas polixénicas y a los 2 pozos restantes se
les despegaron las células con solucidn Ringer a 4°C para
contarlas y los pozos se fijaron, posteriormente se lavaron
con solucidén amortiguadora Tris-HCl 0.05 M pH 7.2 de 3 a 5
minutos. Después se tefiieron con rojo de sirio al 1% durante
1 hora (47), s® lavaron con HCl 0.1 N de 2 a 3 veces para
quitar el exceso de colorante y se observd en un microscopic
invertido ( determinacién cualitativa ), finalmente el
colorante fué eluido con una mezcla de metanol absoluto -
NaOH 0.01 N ( V/V ) diluido 1/10 y se tomo lectura a 540 nm
(48) en un espectrofotometro Beckman DU-7 (determinacién
cuantitativa).

En cada experimento se colocaron controles, que
consistieron en pozos con la pelicula de coléagena incubados
con la solucidn Ringer estéril mas antibidtico y con
sobrenadantes de los cultivos polixénicos, sin amibas. Las
absorbancias que se obtuvieron en las determinaciones,
fueron convertidas a pug de proteina con la curva est;ndar de

colagena. La proteina contenida en los pozos sin amibas
menos la proteina detectada en los pozos, nos dio los ug de

proteina digerida.



7.- Curva estandar de coléagena tipo I.

Una vez conocida la concentracidén de la proteina, se
procedid a colocar distintas cantidades de colagena y se
hizo una curva estandar, haciendo la determinacidén de
colagena conforme se describid en los parrafos anteriores.
Con los valores obtenidos s¢ construyé una grafica,
colocando en el eje de las i los ug de proteinas adicionados
y en el eje de las Y los valores correspondientes de cada

concentracion en absorbancias a 540 nm ( figura 2 ).

8.- Separacidn de las celulas mediante Percoll ( PVP ).

Después de ser filtradas y lavadas las amibas de
cultivo polixénico, se centrifugaron a 1000 rpm durante 10
minutos, luego la pastilla se resuspendid en 1 ml de
solucidén Ringer y fuéd colocado en tubo cédnico ( 15 ml de
capacidad ) con gradientes de Percoll: 100%, BO%, 60%, 50%,
30%, 20% y 10% . Estos se prepararon de la siguiente manera:

9 partes de Percoll mas 1 parte de solucién Ringer 10x.

1).- 100% - 1 ml de la mezcla anterior

2).- BO% - BOO ul de la mezcla - 200 ul de solucién Ringer
3).- E0% - 600 ul de la mezcla - 400 ul de solucidén Ringer
4).- B50% - 500 ul de la mezcla - 500 ul de solucidn Ringer
5).- 30% - 300 ul de la mezcla - 700 pl de solucidén Ringer
6Y.- 20% - 200 upl de la mezcla - BOO ul de solucidn Ringer

7 .- 10% - 100 ul de la mezcla - 900 ul de solucidn Ringer
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ABSORBANCIA (340 nm)

[} 1]
PROTEINA (pg)

FIGURA % 2.
Curva estandar para determinar concentraciones de

proteina de colagena tipo |, por el método de
rojo de sirio.-

La concentracién de proteina de coladgena se relaciond con la
absorbancia a 540 nm de rojo de sirio unido especificamente
a la colagena pura, conforme se describidé en métodos.
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ocaron los gradientes de mayor a mencr con pipeta
Pasteur, se centrifugd a 1900 rpm durante 15 minutos y los
anillos que se formaron se separaron cuidadosamente. Se
observd cada uno de los anillos al microscopio, para
detectar la presencia de amibas, las cuales se separaron del
Percoll mediante lavados con solucidn Ringer, se
centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos y la pastilla se
resuspendid, se hizo el ensayo de actividad colagenolitica.
Se colocaron 5 x 10* celulas por cada pozo, por duplicado,
un pozo fué fijado después de la incubacién ( 168 horas ) y
el otro pozo se lavd con solucidn Ringer a 4°C y luego se
fijo. La separacién de células, mediante el Percoll fué

llevada a cabo como lo describe Bracha et al, (49).
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F.-RESULTADOS

1).- Actividad colagenolitica en trofozoitos de

Entamoeba histolytica cepa axénica HM-1.

Para montar el ensayo de colagenasa en las cepas
polixénicas, primero se probd este en trofozoitos de
E. histolytica HM-1. En la figura 3, se muestra un aspecto
general del ensayo de la actividad enzimatica. Se determiné
la digestidén de colagena usando diferentes cantidades de
células ( figura 4 ). Se puede observar que la digestidn

aumenta, conforme se incrementa el numero de trofozoitos.

2).- Actividad colagenolitica en trofozoitos de E.
histolytica de cultivos polixénicos.

Se ha propuesto, que la actividad de colagenasa guarda
una correlacién directa con la virulencia de los trofozoitos
de E. histolytica por lo tanto, estudiamos si esto es cierto
para trofozoitos mantenidos en cultivos polixénicos. Esta
enzima, se evalud en 3 cepas provenientes de pacientes
asintomatices ( HM-43, HM-44 y HM-46 ) y una cepa de un
paciente que presentd absceso hepatico y colitis amibiana
( HM-48 ). Para lograr este objetivo, ée colocaron : 1 x 10°
y 2 % 10® trofozolitos de cada una de las cepas de cultivo
polixénico y se incubaron por 16 horas, conforme se

menciond en métodos. Para la deteccidén de actividad de

colagenasa.
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FIGURA &% 3.
Ensavo de la colagenasa con rojo de sirio.-

Se muesira un ensayo tipico del método para determinar la
actividad de colagenasa. S5e puede observar la coloracidn de
la pelicula de ecclégona antes de eluir el colorante.
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FIGURA & 4.
Actividad colagenolitica de HM-1.-

Se colocaron distintas cantidades de trofozoitos de la cepa
HM-1 realizandose el ensayo como ya se ha descrito. La
actividad enzimadtica se presenta en unidades de colagenasa.
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La actividad colagenolitica de cada una de estas cepas
( HM-43, HM-44, HM-46 v HM-48 ) se observan en la figura 5,
en unidades de colagenasa. Definiendose las unidades de
colagenasa como 1 unidad = 1 pg de colagena digerida en 1
minuto a 37°C (31). Los valores obtenidos corresponden a la
actividad colagenolitica de 1 x 10® trofozoitos. Se incluyen
los valores de la cepa axénica HM-1 como control positivo.
E! sobrenadante sin trofozoitos de los cultivos se empleo
como control negativo. La digestidn del gel de colagena por
estos fluctuo entre un 10% ¥y un 15%. Por lo tanto todos los
valores se corrigieron restando estos porcentajes segun
correspondiera.

En la figura 6, se presentan las unidades de colagenasa
correspondientes a 2 x 10? trofozoitos de las cepas de
cultivo polixénicos ( HM-43, HM-44 y HM-48B ) y de la cepa
HM-1. La digestidn de un gel de colagena, por las amibas de
los cultivos polixénicos, se visuliza en la figura 7 y el
gel de colagena integro en los pozos sin células se presenta

en la figura 8 y representa el 100% del gel de colagena.
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FIGURA # 5.

Actividad colagenolitica de cepas polixénicas.-

Una vez obtenido los trofozoitos de cepas polixénicas
(HM-43, HM-44, HM-46 y HIK-48) se colocaron 10° células por
pozo, cubierto con una pelicula de colagena tipo y se
incubaron durante 16 horas a 37°C. Se presentan los valores

obtenidos en unidades de colagenasa, se incluye la cepa HM-1
como control positivo.
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FIGURA & 6.
Actividad colagenolitica de cepas polixénicas. -

El experlimento se realizd como en la figura # 5, pero se
adicionaron 2 x 10° células.
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FIGURA & 7.

Microscopfa de luz de la digestién de peliculas
de colagena tipo 1.-

Células de cepas polixénicas incubadas con los geles de
colagena tipo I, fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5%.
Posteriormente se tifferon con rojo de sirio y se observaron
al microscopio. En A, B, ¥ C se muestran las Areas de
digestidn por una de estas cepas en E. histolytica.

a4
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Figura # B.

Gel de colAgena tipo I.-

Para cada ensayoc se colocd un gel de colagena tipo I,
incubado con solucidén Ringer y sin células. La figura
presenta un gel integro de coligena tefiido con rojo de
sirio, como control negativo. El colorante eluido de estas
peliculas representé el 100 % de proteina y el 0 % de
digestidn.
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3).- Heterogeneidad de las cepas polixénicas.

Con el objeto de afinar la metodologia para la

determinacidén de la actividad colagenolitica de trofozoftos
de E. histolytica de cultivo polixénico se trato de eliminar
el detritus y las bacterias ( propias de estos cultivos ),
por medio de gradientes discontinuos de Percoll del 10% al
100%. Para nuestra sorpresa los trofozoitos también se
separaron en funcidn de su densidad y la mayor parte de las
bacterias se quedo en la parte superior del gradiente. Se
obtuvieron 6 anillos mids una pequefia pastilla por cada cepa
( figura 9 ). A cada una de las poblaciones obtenidas en
cada uno de los anillos se les evalud su actividad
colagenolitica. Para lo cual se colocaron 5 x 10* amibas por
pozo. Los resultados para cada una de las cepas ( HM-43,
HM-44, HM-46 y HM-48 ) se muestran en la figura 10. La cepa
axénica HM-1, solo presenté células en el 4 anillo y su
actividad enzimatica se incluye en las graficas. Un ejemplo
de la digestién del gel por estas subpoblaciones se observa

en la figura 11.
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FIGURA % 9.

Gradientes de Percoll de las cepas polixénicas de
E. histolytica.-

Mediante un gradiente de Percoll discontinuo (10 % al 100 %)
se separaron en 6 anillos y una pastilla, diferentes

poblaciones de E. histolytica de los cultivos polixénicos.
En esta figura se representan los % de Percoll empleados.
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FIGURA % 10.

Actividad colagenolftica de los anillos de cada
cepa. -

Las cepas de cultivo polixénico (HM-43, HM-44, HM-46 y
HM-48) y de cultivo axénico (HM-1) fueron sometidas a
gradientes de Percoll y la actividad enzimdtica de cada

anillo y la pastilla fué evaluada, colocandose 5 x 10*
células por pozo.



FIGURA # 11.
Digestidn del gel de colégena por el anillo

del gradiente de Percoll.-

Las células separadas mediante el gradiente de Percoll
( anillo 4 ) se incubaron con la pelicula de colagena
tipo I, conforme a la figura 10, se fijaron con
glutaraldehido al 2.5 % y se tifileron con rojo de sirio.
puede observar un bajo nivel de bacterias y un
enriquecimiento de los trofozoitos.

Se

1]
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G.- DISCUSION

Lz actividad de colagenasa en trofozoitos de E.

histolytica HM-1 fueron identicas a los reportados por Mufioz
y colaboradores (31) lo que nos indico en principio que el
método de deteccién de esta actividad era el adecuado. Asi
mismo se ha sugerido la importancia de esta enzima ya que,
guarda una correlacién directa con la virulencia de las
diferentes cepas (31). Por lo tanto quisimos saber si esta
relacién también se guardaba en cepas aisladas de pacientes
sintomaticos y asintomaticos.

Nuestros resultados nos sugieren que las cepas de
pacientes sintomAticos contienen una actividad
colagenolitica equivalente a la cepa HM-1. Las cepas de
pacientes asintomaticos presentaron todas una baja actividad
de colagenasa. Esto nos sugirio dos posibilidades: [) Que
las cepas de pacientes asintomaticos contienen una baja
virulencia, ya que presentan una baja actividad de
colagenasa 6 11) Que se trata de una poblacidén heterogenea
de trofozoitos con diferente virulencia y por lo tanto con
diferente actividad de colagenasa.

La separacién de diferente poblaciones por gradientes
de Percoll nos permite sugerir que en cada cepa aislada
tenemos una poblacién heterogenea de trofozoitos con
diferente actividad de colagenasa y probablemente con

diferente virulencia, ya que incluso nos fué posible
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detectar trofozoitos sin actividad de colagenasa

¢ figura 10 )., Para definir esta relacidn de virulencia en
el futuro serd necesario probar la virulencia de estas
poblaciones por induccidn de absceso hepatico amibiano en
animales experimentales.

Curiosamente los trofozoitos separados alrededor de la
misma densidad que la cepa HM-1, fueron las que presentaron
mayor actividad de colagenasa. El hecho de haber encontrado
subpoblaciones con actividad colagenolitica en las cepas
alsladas de pacientes asintomaticos sugiere que el mayor
porcentaje de trofozoitos provenientes de pacientes
asintomadticos probablemente sean cepas de E. histolytica
no-patdégena, manteniendo un bajo nivel de las cespas
patégenas. De manera contraria las aisladas de pacientes
sintomdticos contienen un mayor porcentaje de trofozoitos
patogenos y un pequefio porcentaje de los no-patégenos.

Estudios futuros nos aclararan si la patogenicidad es
desarrollada dentro del huesped por un solo tipo de E.
histolytica ¢ si existen 2 tipos genéticos de E. histolytica
una patdgena y otra no-patdgena y si las condiciones del

huesped determinan cual de ellas crece preferentemente.



H.- CONCLUSIONES

En base a los resultados del presente trabajo, podemos

concluir:

1).- Que la actividad colagenolitica, esta relacionada con

2y, =

3).-

la patogenicidad de E. histolytica en cepas de cultivo

polixénicos.

Que los trofozoitos de cultivos polixénicos son
poblaciones heterogeneas de las cuales, se pueden
diferenciar dos tipos de subpoblaciones unas con
actividad de colagenasa y otras sin esta actividad, lo
cual sugeriria dos tipos de Entamgeba las patdgenas y

las no-patégenas.

En trofozoitos de E, histolytica provenientes de
cultivo polixénico se puede emplear como marcador de

patogenicidad a la actividad de colagenasa.
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