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A.- RESUHEN 

Se ha de•ostrado la presencia de la actividad de 

colacenasa especifica por colAgena tipo 1 en trofozoitos de 

cultivo axénico de Enta•oeba histolYtica. Asl •is•o, en 

nuestro laboratorio, se ha detectado la actividad de 

cola,enasa en los crAnulos secretados por la a•iba. Esta 

enzi•a se ha correlacionado con la virulencia de las a•ibas, 

aunque no se ha estudiado su naturaleza en trofozoitos de 

cultivos polixénicos, aislados de pacientes asinto••ticos Y 

sinto•Aticos. Por lo tanto, el objetivo general de nuestro 

trabajo fué la evaluación de la actividad de colagenasa de 

las cepas de cultivo polixénico de ah. hi&tolxtica. Para 

poder realizar estos estudios se procedió a separar la& 

a•ibas de las bacterias y •aterial particulado, propio del 

cultivo, •ediante filtración, centrifucación diferencial y 

un aradiente de percoll. En todos los casos se encontró que 

los 6 anillos y el sedi•ento contentan trofozoltos. La cepa 

HH-"8 de un paciente sinto•Atico con absceso hep•tico y 

colitis a•ibiana presentó actividad de colacenasa. Dentro de 

los trofozoltos provenientes de portadores asinto••ticos 

<H"-43, H"-44 y Hft-46> esta actividad enzi••tica fué llUY 

variable. Esto nos sucirió que tenia•os poblaciones 

heterogéneas en nuestros cultivos. Para observar estas 

diferencias se estudiaron los trofozoitos separado& por 

Percoll. Estos presentaron diferentes actividades de 

A.- RESUMEN

Se ha demostrado la presencia de la actividad de

colagenasa especifica por colagena tipo I en trofozoitos de

cultivo asenico de finåàlflåàå hiììfilïåiìì- ¿Fi 115.0- 9"

nuestro laboratorio, se ha detectado la actividad de

colagenasa en los grånulos secretados por la amiha. Esta

enzisa se ha correlacionado con la virulencia de las amibas,

aunque no se ha estudiado su naturaleza en trofozoitos de

cultivos polisenicos, aislados de pacientes asintomaticos y

sintoeaticos. Por lo tanto, el objetivo general de nuestro

trabajo fue la evaluacion de la actividad de colagenasa de

las cepas de cultivo polisenico de EL higtglytiga. Para

poder realizar estos estudios se procedió a separar las

amibas de las bacterias y material particulado, propio del

cultivo, mediante filtración, centrifugacion diferencial y

un gradiente de percoll_ En todos los casos se encontro que

los G anillos y el sedimento contenian trofozoitos. La cepa

HH-48 de un paciente sintosatico con absceso hepático y

colitis alibiana presento actividad de cola¦enasa_ Dentro de

los trofozoitos provenientes de portadores asìntomaticos

(HH-43, H-44 y HH-48) esta actividad enzilåtica fue muy

variable. Esto nos sugirió que tenialos poblaciones

heterogeneas en nuestros cultivos. Para observar estas

diferencias se estudiaron los trofozoitos separados por

Percoll_ Estos presentaron diferentes actividades de



colagenasa, asi mismo, se detectaron ami b a s p ro ven i s n t c s d e 

estos anillos s in actividad de col a genasa . 

Estos resultados sugieren que.Jos trofozoito s de 

Entamoeba histolytica de pacientes asintomáticos en cultivo 

polixénico contienen cepas de amibas virulentas y no 

virulentas. 

2 

colagenasa, asi mismo, se detectaron amibas provenientes de

estos anillos sin actividad de colagenasa_

Estos resultados sugieren que,Jos trofozoitos de

Entamgeba histolytjca de pacientes asintomàticos en cultivo

poliuenico contienen cepas de amibas virulentas y no

virulentas.



B. - INTRODUCCION 

L ~ a mib i as is e s u na i nfe ~ ción causada por el parásit o 

Entamoeba histo l ytica con o si n manifestación clinica y 

constituy e un grave pr o blema de salud en muchos paises; 

a lre d ed o r del 10 % de la pob l ación mundial alberga a este 

pr o to zoario Cll. El 15 % de estos casos son sintomáticos, el 

tipo d e l esión principa l se produce en la mucosa intestinal 

y en los casos más graves, existen lesiones en el higado u 

otros organos C2l. La mayoría de las infecciones ( 80% al 

9 3 % l son c o mp l etamente asintomáticas y las amibas se 

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

1.- EPIDEHIOLOGIA 

La historia de este microorganismo se remonta a 1869 

cuando Tim othy Richard Lewis, describe a las amibas en heces 

humanas, en 1875 Losch, realiza la primera descripción de 

disenteria amibiana y produce colitis en perros inoculando 

co n heces de pacientes, por via oral o rectal. El primer 

caso de amibiasis en el hemisferio occidente es reportado 

por Os l er en 1890 . En 1891 Lafleur y Councilman, describen 

la patologia de la colitis amibiana. En 1893 es descrito el 

quiste de Entamoeba his tol ytica y de Entamoeba coli por 

Quincke y Ross. En 1903 Fritz Schaudinn lo denomina como 

En t amoeba hi st o l ytica debido a s u capacidad aparente para 
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B.- INTRODUCCION

La amìbiasìs es una infeccion causada por el parásito

Entamoebâ histolytica con o sin manifestacion clinica y

constituye un grave problema de salud en muchos paises;

alrededor del 10 t de la población mundial alberga a este

protozoarlo (1). El 15 X de estos casos son sintomaticos, el

tipo de lesion principal se produce en la mucosa intestinal

y en los casos mas graves, existen lesiones en el higado U

otros organos (21. La mayoria de las infecciones I 80! al

99 H l son completamente asintomaticas y las amibas se

encuentran como comensal en el colon (1.3).

I.- EPIDEHIDLDGIA

La historia de este microorganismo se remonta a 1359

cuando Timothy Richard Lewis, describe a las amibas en heces

humanas, en 1875 Losch, realiza la primera descripcion 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 Usler en 1890. En 1891 Lafleur y Councilman, describen

la patología de la colitis amlbiana. En 1893 es descrito el

quiste de Entamgeba histolytica y de Entamoeba coli por

Quìncke y Ross. En 1903 Fritz Schaudinn lo denomina como

Entamoeba histolytica debido a su capacidad aparente para



destruir t e jidos y distingue dos tipos de amibas que 

infectan al h o mbr e; h col i que es e 1 come nsa 1 y h 

histolytica asociada casi siempre 0-0n la invasión y la 

enfermedad ( 4). 

En 1925 Wil liam Boeck y Drobhlav, utilizando el medio 

"Locke-albumina-huevo" cultivaron sucesivamente a h 

histo lytica <referido en 4). En 1928Dobel1 en estudios 

rea l izados con monos, induce enquistamiento de trofozoitos 

amibianos agregando almidón de arroz al medio de Boeck

Drobhlav (referido en 4l, y describe el ciclo de vida 

completo de este parásito. 

4 

Esta serie de trabajos, establecieron las bases para 

investigaciones posteriores, que continuaron en la década de 

los anos 50's. Se estableció que la amibiasis es una 

enfermedad entérica que se adquiere por ruta fecal-oral 

usualmente de persona a persona C4J. 

Grandes a vances en la investigación sobre la amibiasis 

incluyen el desarrollo del medio TYl-S-33 para el 

crecimiento de amibas en condiciones axénicas por Diamond 

1968-1978 <SJ. Con el cultivo axénico de este parásito se 

incrementaron los estudios de amibas en animales 

experimentales y en sistemas de cultivo de tejidos. Asi 

mism o se han realizado análisis bioquimicos, de enzimas 

amib ianas , posibles toxinas y adhesión de proteinas que han 

permiti do en parte comprender y controlar esta enfermedad 

invasora r 3,4 l . 

A

destruir tejidos y distingue dos tipos de amibas que

infectan al hombre; E. coli que es el comensal y EL

histolytíca asociada casi siempre con la invasión y la

enfermedad lol.

En 1925 William Boeck y Drobhlav, utilizando el medio

"Locke-albuminarhuevo" cultivaron sucesivamente a EL

histolytica (referido en 4). En 1928 Dobell en estudios

realizados con monos, induce enquistamiento de trofozoitos

amibianos agregando almidón de arroz al medio de Boeckr

Drobhlav (referido en dl, y describe el ciclo de vida

completo de este parásito.

Esta serie de trabajos. establecieron las bases para

investigaciones posteriores, que continuaron en la década de

los años 50's. Se estableció que la amibiasls es una

enfermedad enterica que se adquiere por ruta fecal-oral

usualmente de persona a persona (Al.

Grandes avances en la investigación sobre la amibiasís

incluyen el desarrollo del medio TYI-S-33 para el

crecimiento de amlbas en condiciones axénicas por Diamond

1966-1978 (51. Con el cultivo axenico de este parásito se I

incrementaron los estudios de amibas en animales

experimentales y en sistemas de cultivo de tejidos. Asi

mismo se han realizado analisis bioquímicos, de enzimas

amlbìanas, posibles toxinas y adhesión de proteinas que han

permitido en parte comprender y controlar esta enfermedad

invasora f3.fll.



11.- CLASIFICACION 

En t amo e ba histolytica pertenece al phylum protozoo, 

subphylum Sarcodina, superclase Rh°Czopoda, clase Lobosea. 

orden Am o ebida, fami l la Entamoebidae (2, 6 ) , genero Entamoeba 

que incluye las especies: h histolytica, h col!, 

h polecki, h gingivalis, h moshkovskii eh invadens 

(2,3). 

111.- BIOLOGIA DE Entamoeba histolytica 

5 

Los trofozoitos son células vegetativas que se 

reproducen por fisión binaria, no tienen una forma fija y se 

mueven unid i rec c i o nalmente a través de un pseudópodo l Jamado 

lobopodia ( ectoplasma ). Miden de 15-50 µm de diámetro 

<2,7), aunque esto es dependiente de la cepa y el estado de 

desarrollo, son además anaerobios facultativos que crecen a 

pH de 6.0 - 6.5. Contienen un núcleo sencillo que mide de 

4-5 µm con cromatina periférica, el citoplasma consiste de 

un ectoplasma claro y un endoplasma granular que contiene 

n u mer osas va cuol as lisosomales y fago c iticas. Presenta 

estructuras similares a microfilamentos de actina, al 

parecer c arece de citocromos, ruta metabólica de Embden

Meyerh o f y reticulo endoplásmico rugoso. Tiene un sistema de 

malato d eshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa con una 

capacidad limite para consumir oxigeno un poco arriba del 

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

5

ll.- CLASIFICACION

Entamoeha histdlïtica pertenece al phylum protozoo,
1.¡ -

subphylum Sarcedìna, superclase Rhizcpcda. clase Lcbosea.

orden Amoebide. familia Entamoebìdae (2,61, genero Entamoeba

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

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

(2.31.

nl.- sin|..esul DE sgtëgggua g_i$†.p|,_;,f1;1¢,_§_

Los trofozoitos son celulas vegetativas que se

reproducen por fision binaria, no tienen una forme fija y se

mueven unidireccionalmente a traves de un pseudúpodo llamado

lobopodia í ectoplesma J. Hiden de 15-50 pm de diámetro

(2.7), aunque esto es dependiente de la cepa y el estado de

desarrollo, son ademas anaercbios facultativos que crecen a

pH de 6.0 - 6.5. Contienen un núcleo sencillo que mide de

4-5 pm con cromatina periférica, el citoplasma consiste de

un ectoplasma claro y un endoplasma granular que contiene

numerosas vecuolas lisosomales y fagociticas. Presenta

estructuras similares a microfilamentos de actina, al

parecer carece de citocromos, ruta metabólica de Embden-

fleyerhof y retículo endoplásmico rugosc. Tiene un sistema de

malato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa con una

capacidad limite pere consumir oxigeno un poco arriba del

5 5 f2,3,fl,B).



Los q uistes representan la forma infectan t e, so n de 

f orma ov al o redonda , no t ie n en movimiento y pre sentan u n a 

pared c elu la r de quitina de 0 . 5 µm de gr os or que es mUY 

resistente a condic ione s amb i enta l es extremas como por 

ejemp lo : no se d esecan a temperaturas arriba de 50°C, 

so portan periodos largos en agua clorada, resisten 

secreci ones gástricas . 

El quiste mide de 10-20 µm presenta de uno a cuatro 

nucleos dependiendo del estado de maduración, estos nucleos 

son morfol o g i camente iguales al núcleo de los trofozoitos 

<2 , refe ri d o en 4 ) , Contienen cuerpos cromatoides con bordes 

lisos y redondos, estos cuerpos parecen masa de ribosomas 

involucrados en la síntesis de proteínas, existen 

ribonucleoproteinas en orden helicoidal en el citoplasma. 

Tienen vacuolas de glicógeno y al parecer no tienen 

mitocondrias <2,4) . 

IV.- CICLO BIOLOGICO 

6 

El quiste de ~ histolytica puede sobrevivir fuera del 

huésped semanas o meses en medio ambiente húmedo y cuando es 

ingerido provee al parásito de protección contra la acidez 

gástrica normal. Despues de la ingestión sigue el 

desenquistamiento en el intestino delgado o en el intestino 

g r ueso. E l núc leo se divide para formar ocho núcleos <estado 

rle me taquiste ) sigui endo una división citoplásmatica , 

E

Los quistes representan la forma infectante, son de

forme oval o redonda. no tienen movimiento y presentan una

pared celular de quitina de 0.5 pm de grosor que es muy

resistente a condiciones ambientales extremas como por

ejemplo: no se desecan a temperaturas arriba de 50°C,

soportan periodos largos en agua olorada. resisten

secreciones gástrícas.

El quiste mide de 10-20 pm presenta de uno a cuatro

nucleos dependiendo del estado de maduración, estos nucleos

son morfologicamente iguales al núcleo de los trofozoitos

(2, referido en úì. Contienen cuerpos cromatoides con bordes

lisos y redondos, estos cuerpos parecen masa de ribosomas

involucrados en la sintesis de proteinas, existen

ribonucleoproteinas en orden heliooidal en el citoplasma.

Tienen vacuolas de glicúgeno y al parecer no tienen

mitocondrias (2.4).

IV.- CICLD BIDLOGICD

El quiste de E. histolytioa puede sobrevivir fuera del

huesped semanas o meses en medio ambiente húmedo y cuando es

ingerido provee al parásito de Proteccion contra la acidez

gástrica normal. Despues de la ingestión sigue el

desenquistamiento en el intestino delgado o en el intestino

grueso. E1 núcleo se divide para formar ocho núcleos (estado

-de metaquiste) siguiendo una division citoplásmaticav



orig inando finalmente ocho trofozoitos amibianos. La 

població n de trofozoitos, entonces se aloja en el in te stino 

delgado donde la invasión p uede ocµyr ir . Ind ividuo s 

infec ta dos ex cret an arriba de 45 mi l lenes de quistes por dia 

(9) . 

V.- CULTIVO 

~ histolyti c a fué cultivada primero por Boeck y 

Drobhlav en 1925, quienes utilizaron un medio difásico: una 

fa se sólida y una fase liquida. Al ano siguiente Dobel l y 

Laidlow formularon un medio difásico que contenía: suero de 

cabal lo, solución Ringer y almidón <referido en 2 l . Este 

medio es aún usado para aislar y/o prolongar cultivos de ~ 

histolytica en asociación con otros organismos ( cultivos 

polixénicos l. También fué de sarro llado un medio monofásico 

por Balamuth y Nelson utilizado para el aislamiento direc t o 

d e amibas de materia fe ca l. Ambos tipos de medio contienen: 

suero, hue v o de gallina y bacterias como fuente de 

nutri c ión, factor e s de cr e cim ien to y almidón de arroz que 

estimula el crecimiento y replicación de las amibas 

(referi d o en 2l . La inoculación del medio difásico con 

partes de mater ia fe c al , conteniendo una mezcla de f l ora 

bacte riana da c omo resultado el cu l ti v o de amibas xénico 

7 

amiba s- ba cter ias ) . Para evitar el sobrecrecimiento de las 

bact~ri as en e l cultivo, se agre gan vari os antibioticos. 

originando finalmente ocho trofozoitos amibianos. La

poblacion de trofozoitos, entonces se aloja en el intestino

delgado donde la invasion Puede ocprrir. individuos

infectados excretan arriba de å5 millones de quistes por dia

(Q).

V.- CULTIVO

E. histoqytioa fue cultivada primero por Hoeck y

Drobhlav en 1925, quienes utilizaron un medio difasico: una

fase solida y una fase liquida. Al año siguiente Dcbell y

Laidlow formularon un medio difàsico que contenia: suero de

caballo, solucion Ringer y almidón (referido en 21. Este

medio es aún usado para aislar yfo prolongar cultivos de gg

histolgtica en asociacion con otros organismos { cultivos

polixenicos l. También fue desarrollado un medio mcnofásico

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

nutricion, factores de crecimiento y almidon de arroz que

estimula el crecimiento y replicacion de las amibas

(referido en 21. La inoculación del medio difasico con

partes de materia fecal, conteniendo una mezcla de flora

bacteriana da como resultado el cultivo de amihas xenico

i amibas-bacterias l. Para evitar el sobrecrecimiento de las

bacterias en el cultivo, se agregan varios antibioticos.



Shaffer y Frye en 1948, desarrol la n un medio 

mo noxénic o , en el c u a. l la a.soc iación de bacterias fué 

cont ro lado medi ant e la adición de peni c ilina. Algunas 

modificaciones a este medio f uero n realizadas por Reeves y 

colaboradores. As i mismo, identificó varios requerimientos 

para que h histolytica creciera. hierro y vitamina B. ) . 

Otros tipos de medios incorporando Trypanosoma y Crithidia 

como células asociadas han sido utilizados <referido en 2 l . 

El desarrollo de técnicas para el cultivo axénico de 

amibas ( sin otros parásitos o bacterias ha sido de gran 

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

axénico fué reportado por primera vez en 1961 por Diamond 

<10). El medio que actualmente se utili za es el TYl-S-33 

triptica.sa, extracto de levadura, hie rro y suero ) 

des.arrollado en 1978 <5, 11> . 

VI.- DIAGNOSTICO 

8 

Dado que el ciclo de vida de h histolytica involucra 

su presencia en el intestino delgado y la emisión de quistes 

o trofozoitos en las excreciones, el análisis de heces para 

detectarlos es de gran importancia en el diagnóstico de una 

supuesta infección intestinal (12). El exámen de muestras 

puede ser rea lizado por t é c nicos adiestrados quienes son 

capaces de dif erenciarla entre otros parásitos protozoarios, 

.helmint o s, bacteri as, levaduras, otras a mibas intestinales y 

ma c r o fagos <2>. 

8

Shaffer y Frye en 1948, desarrollan un medio

monosenico. en el cual la asociacion de bacterias fue

controlado mediante la edicion de penicilina. Algunas

modificaciones a este medio fueron realizadas por Reeves v

colaboradores. Asi mismo. identifico varios requerimientos

para que E. histolytica creciera i hierro y vitamina B, l.

Dtros tipos de medios incorporando Trgpanosoma y Crithidia

como celulas asociadas han sido utilizados (referido en 21.

El desarrollo de tecnicas para el cultivo axenico de

amibas ( sin otros parásitos o bacterias l ha sido de gran

ayuda para el estudio de §L histolgtigg (sl. El cultivo

axenico fue reportado por primera vez en 1961 por Diamond

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

( tripticasa, extracto de levadura, hierro y suero 1

desarrollado en 1978 (5,11).

VI.- DIAGNOSTICO

Dado que el ciclo de vida de EL histolytica involucra

su presencia en el intestino delgado y la emision de quistes

o trofozoitos en las excreciones, el analisis de heces para

detectarlos es de gran importancia en el diagnostico de una

supuesta infeccion intestinal (12). El exámen de muestras

puede ser realizado por tecnicos adiestrados quienes son

capaces de diferenciarla entre otros parásitos protozoarios,

-helmintos, bacterias, levaduras, otras amibas intestinales y

macrofagos (21.



Los quistes se en c uen t ran comúnmente en las muestras de 

heces , l as cuales pueden ser fijadas con alcohol 

p oi i v ini 1 ico ( P VA ) y después te!'lidas < 12 ) . El diagnóstico 

de ~ histolvtica se establece en base a diferencias 

morfológicas, siendo su estructura nuclear la más 

caracteristica en amibas entéricas. El trofozoito de ~ 

hist ol ytica usualmente tiene un núcleo con cromatina 

periférica y un endosoma peque!'lo localizado en el centro. El 

quiste tiene de uno a cuatro nucleos, los cuales son más 

peque!'los que el del trofozoito pero similares 

morfológicamente <2 l . 

9 

El uso de técnicas inmunológicas para diagnosticar la 

amibiasis ha ido aumentando con el conocimiento inmunológico 

de las amibas Cl,13 l . Las pruebas serológicas se utilizan de 

manera conjunta con el método directo de identificación de 

las amibas en heces Ct4l. Las pruebas serológicas más 

comúnmente utilizadas son: 

1.- inmunodifusión Ouchterlony <ID> 

2.- contrainmunoelectroforesis <CIEP> 

3.- inmunofluorescencia indirecta < 1 IF> 

4.- hemaglutinación indirecta < IHAl 

5.- inmunoensayo enzimático <ELISA-EIAl 

9

Los quistes se encuentran comúnmente en las muestras de

heces. las cuales pueden ser fijadas con alcohol

pciìvinilico ( Pïe l y despues tenidas (121. El diagnostico

de E. nistolytica se establece en base a diferencias

morfológicas, siendo su estructura nuclear la mas

caracteristica en amibas entericas. El trofozoito de EL

histolgtica usualmente tiene un núcleo con cromatina

periférica y un endosoma pequeño localizado en el centro. El

quiste tiene de uno a cuatro nucleos, los cuales son mas

pequeños que el del trofozoito pero similares

morfologicamente (21.

El uso de tecnicas inmunologicas para diagnosticar la

amibiasis ha ido aumentando con el conocimiento inmunológico

de las amibas i1,13l. Las pruebas serologicas se utilizan de

manera conjunta con el metodo directo de identificacion de

las amibas en heces (14). Las pruebas serologicas más

comúnmente utilizadas son:

1.- inmunodifusion Uuchterlony (lDl

2.- contrainmunoelectroforesis (ClEPl

3.- inmuncfluorescencia indirecta lllFl

A.- hemaglutinacion indirecta (IHAJ

5.- inmuncensayo enzimática (ELISA-EIA)



No obs t a n t e, l a s pruebas seroló gicas tienen algunas 

desventajas : ex iste u na gran va riación de result ados entre 

una prue ba y otra, est o de b i do a que se trata de c omparar 

da to s obtenidos con diferentes preparaciones antigénicas con 

distintos criterios par a la lectura de l as pruebas y la 

clasificación d e paci e n t e s <ll. Además l as pruebas 

sero ló gicas utilizan sueros p ol iclonales que s o n una mezcla 

heter o ge n ea de a n ticuer p o s , que muchas veces n o tienen la 

suficiente especificidad ni sensibilidad, aspecto que es muy 

importante para el inmunodiagnostico <15). 

VII.- ANTECEDENTES 

Algunos procesos biológicos de h h i stolxtica se han 

relacionado con su patogenicidad, dentro de estos se 

encuentran la fagocitosis, la movi 1 idad, la adherencia y la 

secreción <8>. Durante la infección amibiana sintomática, 

las amibas destruyen las células y los tejidos del huésped, 

a través de la producción y liberación de sustancias 

citoliticas <16,17,18,19,20,21,22>, hidroliticas 

<23,24,25,26 >, el ameboporo <27,28,29>, Iisosomas amibianos 

<30> y 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 

.colágena uno de los principales componentes. 

10 10

No obstante, Las pruebas serologicas tienen algunas

desventajas: existe una gran veriacion de resultados entre

una prueba y otra, esto debido a que se trata de comparar

datos obtenidos con diferentes preparaciones antigenicas con

distintos criterios para la lectura de las pruebas y la

clasificacion de pacientes (ll. Ademas las pruebas

serologicas utilizan sueros policlonaies que son una mezcla

heterogeneo de anticuerpos. que muchas veces no tienen la

suficiente especificidad ni sensibilidad. aspecto que es muy

importante para el inmunodiagnostico (151.

VII.- ANTECEDENTES

Algunos procesos biologicos de E. hístolytica se han

relacionado con su patogenicidad, dentro de estos se

encuentran la fagocitosis, la movilidad, la adherencia y la

secrecion (dl. Durante la infeccion amibiana sintomático.

las amibas destruyen las celulas y los tejidos del huosped.

a traves de la produccion y liberacion de sustancias

oitoliticas (1E,17,iB,1B,20,21,22l, hidroliticas

(23,24,25,2ñ), el ameboporo (2?,2B.29l, lieosomas amibianos

(30) y la actividad de colagenasa (31).

La mayor parte de la matriz extracelular, esta

constituida de una compleja mezcla de componentes tales

como, proteinas oolagenicas y no colagenicas (32), siendo la

colágeno uno de los principales componentes.



Se ha demostrado que Jos trofozoitos poseen una 

ei c tividad colagenolitica , que puede estar localizada en Ja 

membrana p!Asmatica de Ja amiba (331 . Esta cola ge nasa es 

especifica para Ja co ! Agena tipo y podría jugar un papel 

importante en Ja destru c ción de Jos tejidos (31). 

La correlación linear en tr e virulencia, medida como la 

capacidad de producir abscesos hepAticos en hamsters recién 

nacid o s r341 y Ja activ idad c ol agenolitica, apoya la 

sugerencia de que esta enzima participa en la invasión de 

Jos tejidos (3 1 >. 

Est udios en nuest r o laboratorio, acerca de la 

localización de esta enzima han demostrado que la amiba 

( cepa HM-1 secreta unos granulas electrodensos ( GED 

los cuales contienen a esta colagenasa <351. 

11 

Una gran mayoria de estudios, se han realizado con 

cepas de L_ histolytica de cultivos axénicos, no obstante Ja 

amiba se encuentra in vivo en asociación con 

microorganismos. Tal asociación podría ser un factor 

adicional de Ja patogenicidad del parAsito, por esta razón 

al g uno s invest i gadores han realizado estudios c o mpa r ati v os 

de ultraestructura, bioquímica y citoquimica de las amibas 

en cultivo axénico, monoxénico y polixénico 

(36,37,38,39,401. 

Se t ienen algunos conceptos acerca del papel de las 

bacteria s en c ul t i vo con las amibas: uno postula que la 

fl o ra ba c teri a na pued e pr ove e r las con dici ones necesarias de 

äe ha demostrado que los trofozoitos poseen una

actividad colagenolitica, que puede estar localizada en la

membrana plasmatica de la amiba (33l. Esta colagenasa es

especifica para la colagena tipo I y podria jugar un papel

importante en la destruccion de los tejidos (Bi).

La correlacion linear entre virulencia, medida como la

capacidad de producir abscesos hepatioos en hamsters recien

nacidos (Bel y la actividad colagenolitica, apoya la

sugerencia de que esta enzima participa en la invasion de

los tejidos (311.

Estudios en nuestro laboratorio, acerca de la

localizacion de esta enzima han demostrado que la amiba

( cepa HHf1 l secreta unos granulos electrodensos i GED l

los cuales contienen a esta colagenasa (351.

Una gran mayoria de estudios, se han realizado con

cepas de E. histclytica_de cultivos axenicos, no obstante la

amiba se encuentra ig gigg en asociacion con

microorganismos. Tal asociacion podria ser un factor

adicional de la patogenicidad del parásito, por esta razon

algunos investigadores han realizado estudios comparativos

de ultraestructura, bioquímica y oitoquimica de las amibas

en cultivo axenìco, monoxenico y polixenico

(3B,3?,3B,39,eül.

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



anaer obiosis o de potencia l re dox C41 l , otro co ncept o 

menci ona que lo s productos del metabolis mo bacteriano son 

uti 1 izad os por la a mib a <41 l y u n te rcer concepto, sugiere 

que la f lora bacteri ana pue de aportar sistemas enzimá tico s, 

los cuales la amiba neces ita para digerir material 

alimenticio en el medio (41). Se ha demostrado que los 

mecanismos moleculares de la adhesión bacteriana a los 

trofozoitos d e E. hi stolyt ica y la adhesión d e lo s 

tro fozoitos a otras células es a través de lactinas 142l. 

Debido a la importancia de l a acti v idad colageno litica 

en cepas axénicas 131l y las condiciones en que la amiba se 

encuentra. in viv o , res u lta de gran interés la elaboración de 

un estud i o, en cuanto a la actividad de colagenasa de las 

cepas de~ histolytica de cultivo poli xénico, provenientes 

de pacientes asintomáticos y sintomáticos. Particu l armente, 

debido a que la co lagenasa se ha sugerido que es un factor 

importante en la vi(ulencia del parásito. 

1 2 12

anaerobiosis o de potencial redox (41), otro concepto

menciona que los productos del metabolismo bacteriano son

utilizados por la amiba (411 y un tercer concepto, sugiere

que la flora bacteriana puede aportar sistemas enzimeticos.

los cuales la amiba necesita para digerir material

alimenticio en el medio (ell. Se ha demostrado que los

mecanismos moleculares de la adhesion bacteriana a los

trofozoitos de E. histolytica y la adhesion de los

trofozoitos a otras celulas es a traves de lectinas (421.

Debido a la importancia de la actividad colagenolitica

en cepas axenicas (31) y las condiciones en que la amiba se

encuentra ig gigg, resulta de gran interes la elaboracion de

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

cepas de E. histolytica de cultivo polixenico, provenientes

de pacientes asintometicos y sintometicos. Particularmente,

debido a que la colagenasa se ha sugerido que es un factor

importante en la virulencia del parásito.



C.- OBJET I VO GENERAL 

Evaluar la a ctivida d co lagenolitica en las diferentes 

cepas de cultivo polixénico de Enta•oeba histolytica que 

provienen de pacientes a s into•Aticos y sinto•Aticos, para 

establecer si existe alguna relación entre esta actividad 

enzi•Atica y la patogenicidad de cada una de las cepas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1).- Co•parar la actividad colagenolitica entre las 

cepas de cultivo polixénico, aisladas de pacientes 

asinto•Aticos y sinto•Aticos. 

2).- Estudiar la heterogenicidad de estos cultivos 

mediante el ·uso de gradientes de Percoll. 
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C.- DHJETEVÚ GEHERHL

Evaluar la actividad colagenolitica en las diferentes

cepas de cultivo polixenico de Entagpeba bistgjytica que

provienen de pacientes asintolaticos y sintoiàtìcos, para

establecer si existe alguna relacion entre esta actividad

enzimática y la patogenìcidad de cada una de las cepas.

DBJETIVÚS PHHTIGULHHEE

11.- Comparar la actividad colagenolltìca entre las

cepas de cultivo polixenico, aisladas de pacientes

asintomaticos y sintolaticos.

El.- Estudiar la heterogenicidad de estos cultivos

ledìante el uso de gradientes de Percoll.



D.- MATERIAL 

CEPAS DE ENTAMO EBA: P r oporcionadas por Margarita de la Torre 

Instituto Mexicano del Seguro Social < IMSS >. 

CEPA CULTIVO FUENTE:PACIENTE PROCEDENCIA 

HM-1 AXENICO SINTOl1ATICO 1 11 s s 

Hl1-43 POLIXENICO ASINTOl1ATICO 1 11 s s 

HH - 44 POLIXENICO ASINTOl1ATICO 1 11 s s 

HH-46 POLIXENICO ASINTOMATICO 1 11 s s 

HH-48 POLIXENICO SINT011ATICO 1 M s s 
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CEPAS DE_EHIaHUEEe: Proporcionadas por Hargarita de la Torre

Instituto Hezicano del Seguro Social ( IHSS l.

CEPA

HH-1

HH-#3

HH-de

HH-#5

HH-#3

CULTIUÚ

AIEHICD

PDLIIEHICÚ

PDLIIEHICD

FDLIIEHICD

PDLIKEHICU

D.- HATERIAL

FUEHTE¦PAClEHTE PRUCEDENCIA

SIHTDHATICD

ASIHTÚHATICÚ

HBIHTDHATICD

ASIHTÚHATICD

SINTUHATICD

H 5 5

H S 5

H S S

H 5 5



J.- CULTIVO AXENICO 

Medio TYI-S- 3 3 Diamond (5l 

Para 1000 mi de medio de cultivo 

Biotriptasa 30 g 

Dextrosa 10 g 

C lo r uro de sodio 

KH2PD. 

K2 H?O . 

L-cisteina 

ácido ascórbico 

citrato férrico de amonio 

2 g 

0.6g 

g 

g 

0.2g 

0.023g 

Se pesaron las cantidades arriba mencionadas y se 

disolvieron en agua bidestilada hasta 500 mi, se ajusto el 

pH a 6.8 con NaOH 1 N < se peso 20 g de NaOH y se aforó con 

500 mi de agua bidestilada ) se aforó a un volumen de 820 mi 

y se esterilizó por autoclave a 121ºC 15 lb/in2 durante 15 

minutos. El medio TYI-S-33 se complementó con suero bovino 

inactivado < se colocó en un bano de agua a 56°C durante 30 

minutos con agitación constante ) y con vitaminas de 

Diamond. 

11.- CULTIVO POLIXENICO 

Se 1 l evó a ca b o en me dio de Boeck y Drobh l av, 

mo dificado por Ma rgarita de l a Torre (431. 
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I.- CULTIUU HIENICÚ

Hedio Tïl-5-35 Diamond (5l

Para lüüü ml de medio de cultivo :

Eiotriptasa SD g

Dextrosa lo g

Cloruro de sodio 2 g

HH;PU, D.Eg

lf-Í; HFD. 1 g

L-cisteina 1 g

acido ascorbico D.2g

citrato ferrico de amonio D.D23g

Se pasaron las cantidades arriba mencionadas y se

disolvieron en agua bidestilada hasta 500 ml, se ajusto el

pH a 5.5 con NaUH l N i se peso 20 g de HaDH y se aforo con

EDD ml de agua bidestilada l se aforo a un volumen de E20 ml

y se esterilizo por autoclave a 121°C 15 lbfini durante 15

minutos. El medio Tïl-5-33 se complemento con suero bovino

inactivado l se coloco en un bano de agua a 55°C durante BD

minutos con agitacion constante l y con vitaminas de

Diamond.

II.- CULTIVÚ PDLIIEHICU

Se llevo a cabo en medio de Boeck y Drobhlav,

modificado por Margarita de la Torre (ed).



Co nsta de d o s fa s es: u n a sólida que c onsis t e e n u na 

s us pen s i ón coag ulada de h u e vo d e ga l l i na , sa n gre y una fa se 

li q uida , la cual contiene so luc ión Rin ger e s t é ril més s u e ro 

b ov ino al 3 %, a estas s e l es ª " ªdie r o n l a s amibas y s e l e s 

ag r egó una por ción p eq ue " ª de arr o z estéril . 

SOLUCION RINGER 

Pa ra 10 00 mi de solución: 

Cloruro de sodio 

Cl o r u r o de pota sio 

Bicarb o nat o de sodio 

Cloruro de c a l c io 

Clo rur o d e ma gnesio 

8 g 

0.2 g 

0.2 g 

0.2 g 

O.OlOg 

Se pes aron l as cantidades mencionadas y se aforaron con 

agua bidestilada, a un volumen final de 1 litro. El pH final 

fluctua entre 6.5 - 7.0. 

ALHIDON DE ARROZ 

Se esterilizaron de 2 a 3 g de almidón de arroz en 

frascos de boca ancha con tapón de rosca de poca capacidad, 

e n u n horno a 150º C por 2 .5 horas. Se guardo a tempe r atur a 

ambiente. 
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Consta de dos fases: una solida que consiste en una

suspension coagulada de huevo de gallina, sangre R una fase

liquida. la cual contiene solucion Hinger esteril mas suero

bovino al 3%, a estas se les añadieron las amibas y se les

agrego una porcion pequena de arroz esteril.

SOLUCION RINGER

Para 1000 ml de solución:

Cloruro de sodio E g

Cloruro de potasio O.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. a un volumen final de 1 litro. El pH final

fluctua entre 5.5 - ?.O.

ALHIDOH DE ARROZ

Se esterilizaron de 2 a 3 g de almidon de arroz en

frascos de boca ancha con tapon de rosca de poca capacidad,

en un horno a i5o°C por 2.5 horas. Se guardo a temperatura

ambiente.



111.-EXTRACCION DE COLAGENA 

Acido acético 0.25 M 

Se tomaron 15.01 mi de ác ido acétf2o y se aforó con 1 lit ro 

de agua bidestilada. 

Pepsina 1:60,000 C0.25 mg/mll 

Se pesaron 250 mg de pepsina, se disuelven en 20 mi de agua 

destilada y se aforó a 1 litro con ácido 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 litro. 

Tubos de diálisis 

SOft., 90mm 3787-f 77 

Solu ción amor tiguadora de Tris-HCl O.OS M, NaCl 1.7 M 

pH 7.2: 

Se pes aron 6.057 g de tris, 99.348 g de NaCI y se 
• 

disol vieron en agua bidestilada, aproximadamente 800 mi, se 

les ajustó a pH 7.2 con HCI concentrado y se aforó a 1 

li tr o . 

Solución amortiguadora de Tris-HCI 0,05 M, NaCl 2.5 M 

pH 7.2: 

Se pesaron 6.057 g d e Tris, 146 .1 g de NaCl y se disolvieron 

en agua b idestilada 800 ml, se le ajustó a pH 7.2 con HCl 

c oncentrad o y se aforó a 1 litr o. 
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IlI.~EITRACClON DE COLAGEHA

acido acetico 0.25 H

Se tomaron 15.01 ml de acido acetfdo y se aforo con 1 litro

de agua bidestilada.

Pepsina 1¦6ü,O00 (O.25 mgƒmll

Se pesaron 25o mg de pepsina, se disuelven en 20 ml de agua

destilada y se aforo a 1 litro con acido acetico 0.25 H.

NaüH 1 N

Se pesaron eo g de NaOH, se disolvieron y aforaron en agua

bidestilada hasta completar un volumen de 1 litro.

Tubos de diálisis

5Uft., 90mm 3?S?-f ?7

Solucion amortiguadora de Tris-HC! 0.05 H, HaCl 1.? H

pH 7.2:

Se pasaron 6.05? g de tris, 99.3úB g de NaCl y se

disolvieron en agua bidestilada, aproximadamente S00 ml, se

les ajusto a pH ?.2 con HCI concentrado y se aforo a 1

litro.

Solucion amortiguadora de Tris-HC] 0,05 H, NaCl 2.5 H

pH 7.2:

Se pasaron 5.05? g de Tris, 1eB.i g de NaCl y se disolvieron

en agua bidestilada BOB ml, se le ajuste a pH ?.2 con HC]

concentrado y se aforo a 1 litro.



Solu ción amortigu ado ra de Tri s-HCl 0.05 M, NaC l 4 M pH 7 . 2: 

Se pesaron 6.057 g de Tris, 233.76 g de Na Cl y se 

d isolvieron en agua bidestilada 800 ml, se le aju s tó a pH 

7.2 co n HC I concentrado y s e aforó a 1 l itro . 

Li ofilizado 

Mezcla de ace tona-hielo seco, s e congel aron las y mue stras 

se colocar on en la l iof il izadora. 

IV.- ELECTROFORES IS EN GELES DE POL JACRILAMI DA DODECIL 
SULFATO DE SOD IO C PAGE - SDS >. 

AG AR OSA 1% 

Se pesó 1 g de agar o s a, se d iso l vió y aforó a 100 ml de agua 

bidestilada . 

ACRILAMIDA 3 0% 

Se pesaron 15 g de acrilamid a y se disolv i eron en 50 ml de 

agua bidestilada. Se almacenó a 4°C. 

BIS-ACRILAMIDA 1% 

Se pesaron 0.5 g de bis-acrilamida y se disol v ieron en 50 mi 

de agua bidestilada. Se almacenó a 4°C. 

Tri s-HCI 2 M pH 8 . 7 

Se pesaron 22.4 de tri s, s e disolvieron en 60 mi de agua 

bidestilada. El pH se aju stó a 8.7 con HCI concentrado y s e 

aforó a 100 mi con agua bidestilada. Se almacen ó a 4°C. 
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Solucion amortiguadora de Tris-HC] 0.05H, NaCl 4 M pH ?.2:

Se pesaron 5.05? g de Tris, 233.76 g de NaCl y se

disolvieron en agua bidestilada 800 ml, se le ajusto a pH

?.2 con HCI concentrado y se aforo a 1 litro.

Liofilizado

Mezcla de acetona-hielo seco, se congelaron las y muestras

se colocaron en la liofilizadora.

IV.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLlACRILAHIDà DODECIL
SULFATO DE SODIO i PAGE - SDS I.

AGAROSA 1%

Se peso 1 g de agarosa, se disolvió y aforo a 100 ml de agua

bidestilada.

ACRILAHIDA 30% -

Se pesaron 15 g de acrilamida y se disolvieron en 50 ml def

agua bidestilada. Se almaceno a e°C.

BIS-ACRILAHIDA ii

Se pesaron 0.5 g de bis-acrilamida y se disolvieron en So ml

de agua bidestilada. Se almaceno a e°C.

Tris-HC] 2 H pH 8.7

Se pesaron 22.e de tris, se disolvieron en GO ml de agua

bidestilada. El pH se ajustó a 8.? con HCl concentrado y se

aforo a IOO ml con agua bidestilada. Se almaceno a e°C.



Tris-HC I 1 M pH 6 . 8 

Se pesar o n 12.1 g d e tris, se di s olvió en 60 mi de a gua 

b ide sti lada. E l pH se a j u stó a 6 .B con HC I conce ntrado y se 

af or ó a 100 mi co n agua b i destilada. Se almacenó a 4ºC. 

DODECIL SULFATO DE SODIO ( SOS l 20% 

Se p esaro n 20 g de SOS, se disolvieron y aforaron a 100 mi 

con ag u a bidestilada. 

PERSULFATO DE AMONIO 10% 

Se pesar on 10 mg de persulfato de amonio y se disolvieron en 

100 µ! de agua bidestilada. 

N,N,N' ,N'-TETRAMETILETILENODIAMINA < TEMED > 

AMORTIGUADOR DE MUESTRAS ( lOX l 

Se mezclaron 0.15 g de tris, 2.5 mi de SOS al 20%, 2 g de 

gli cerol y 2 mg de azul de bromofenol, se ajustó el pH a 8.3 

con HC l concentrado . y se aforó a 10 mi con agua bidestilada. 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA ( 5x > 

Se mezclaron 15. 13 g de tris, 72 . 06 g de glicina y 5 g de 

SOS, la mezcla se ajustó a un pH de 8.3 y se aforó a 1000 ml 

de agua bidestilada. 
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Tris-HCI 1 H pH 6.8

Se pesaron 12.1 g de tris, se disolvio en SD ml de agua

bidestilada. El pH se ajuste a 5.5 con HCl concentrado y se

aforo a IDO ml con agua bidestilada. Se almaceno a ú°C.

DODECIL SULFATO DE SODIO i SDS l 201

Se pesaron 20 g de SDS, se disolvieron y aforaron a 100 ml

con agua bidestilada.

PERSULFâTO DE AHONIO 10¶

Se pesaron ID mg de persulfato de amonio y se disolvieron en

100 pl de agua bidestilada.

N,N,N',N'-TETReHETILETILENODIAHINA ( TEHED l

nHORTlGUàDOR DE MUESTRAS ( IOH l

Se mezclaron D.15 g de tris, 2.5 ml de SDS al 205, 2 g de

glicerol y 2 mg de azul de bromofenol, se ajusto el pH a 8.3

con HC! concentrado y se aforo a 10 ml con agua bidestilada.

aHORTlGUàDüR DE CORRIDA i 5x 1

Se mezclaron 15.13 g de tris, 72.06 g de glicina y 5 g de

SDS, la mezcla se ajusto a un pH de 8.3 y se aforo a 1000 ml

de agua bidestilada.
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GEL CONCENTR AD OR 3% GEL SEPARADOR 12.5% 

ml ml 

ACRI LAM!DA 0.5 4 . 16 

BIS-ACRILAM!DA 0 . 4 l. 68 

TRIS-HCL lM 
pH 6 .8 0.625 

TRIS-HCL 2M 
pH 8.7 3.75 

H, O 3.4 0.278 

PERSULFATO DE 
AMONIO 1 º" 0.025 0.060 

SDS 20% 0.025 0 . 05 

TEMED 0.010 0.008 

SO LUClON TE~lDORA DE GELES 

Se pesar on 1. 25 g de azul de coomassie G-250 y se mezclaron 

con 227 ml de metano! absoluto, 227 ml de agua bidestilada y 

46 ml de ácido acético glac ial. Se almacenó a temperatura 

ambie nt e. 

SOLUC!ON DESTE~IDORA DE GELES 

Se mezclaro n 600 ml de etanol absoluto en 2 00 ml de ácido 

acético glacial y se aforó a 2000 ml con agua bidestilada. 

GEL CONCENTRADOR 3% GEL SEPAHADOR 12.55

ml ml

ACRILAHIDA 0.5 e.16

BIS-ACRILAHIDA 0.fl 1.65

rsls-Hot in
pH e.e o.szs ----
Tsls-Hot sn
pH s-? ---- a.rs
H¡O 3.e 0.273

FERSULFATO DE
ñHONlO IOK 0.025 0.0EO

SDS ZOH 0.025 0.05

TEHED 0.010 0.00B

SOLUCION TENIDORA DE GELE5

Se pesaron 1.25 g de azul de coomassie G-250 y se mezclaron

con 227 ml de metano] absoluto, 227 ml de agua bidestilada y

eS ml de acido acetico glacial. Se almaceno a temperatura

ambiente.

SOLUCION DESTEHIDORA DE GELES

Se mezclaron EDO ml de etanol absoluto en EDO ml de acido

acetico glacial y se aforo a 2000 ml con agua bidestilada.



V.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DE LA 
COLAGENA TIPO 1 

REACTIVO DE FOLIN 

Na 2 CO, al 2% disuelto en NaOH 0.1 N: se pesaron 2 g de 

Na 2 C0 3 , 400 mg de NaOH, se disolvieron y aforaron en agua 

bidestilada hasta completar un volumen final de 100 mi. 

TARTRATO DE SODIO Y POTASIO 2% 

Se pesaron 2 g de tartrato de sodio y potasio, se aforó en 

100 mi de agua bidestilada. 

SULFATO DE COBRE 1% 

Se pesó 1 g de sulfato de cobre y se aforó a 100 mi de agua 

bidest ilad a. 

REACTIVO DE FENOL 

Folin-Ciocalteu más agua destilada ( 1:1 V/ V J. 

VI.- ENSAYO DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA 

Medio TYI-S-33 modificado ( sin suero y sin 

L- c iste ina l . Para 1000 mi de medio de culti vo: 

BIOTRIPTASA 

DEXTROSA 

CLORURO DE SODIO 

KH 2 PO. 

K2 HP O. 

ACIDO ASCORBICO 

CI TRATO FERRICO DE AMONIO 

30 g 

10 g 

2 g 

0.6g 

1 g 

0 . 2g 

0.023g 
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V.¬ DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DE LA
COLAGENA TIPO I

REACTIVO DE FOLIN

Na¡CO; al 2% disuelto en NaOH 0.1 N: se pesaron 2 g de

Na,CO,, noo mg de NaOH, se disolvieron y aforaron en agua

bidestilada hasta completar un volumen final de IOO ml

TARTRATO DE SODIO Y POTASIO 21

Se pesaron 2 g de tartrato de sodio y potasio, se aforo en

IOO ml de agua bidestilada

SULFATO DE COBRE ii

Se peso 1 g de sulfato de cobre y se aforo a IOO ml de agua

bidestilada.

REACTIVO DE FENOL

Folin-Ciocalteu mas agua destilada ( 1 1 VIV 1

VI.- ENSAYO DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA

Hedio TYI-S-33 modificado ( sin suero y sin

L-cisteina l. Para IOOO ml de medio de cultivo

BIOTRIPTASA

DEXTROSA

CLORURO DE SODIO

KH; PO-l

K±HPO4

ACIDO ASCDRBICO

CITRATO FEHRICO DE AHUNIO

|."I-

3O g

10 g

28

0.6g

18

O.2g

O23g



Se pes aron la s cantidades arriba mencionadas y se anade 

agua bidestilada hasta. '• 820 mi, se ajustó el pH a 6.8 

con NaOH 1 N ( se pesa ron 20 g de NaOH y se aforar on en 500 

mi de agua bide stilada ) s e aforó a un volumen de 1 litro y 

se esteri l izó por autoclave. Por cada 100 mi de medio 

TYl-S-33 modificado se anadio 500 µJ da CaCl 2 0.1 M estéril 

( se pesó 1.47 g de CaCl, y se disolvió, aforandose en ag ua 

bidestilada hasta comple ta r un v o lumen final de 100 mi lue go 

se esterilizó por autoclave ) y se le adicionaron 600 µ! de 

an t ibiotico. 

ACIDO ACETICO 0.25 H 

Se preparó como y a se ha descritó. 

TUBOS DE DIALISIS 

100 ft. 11 mm 3787 - h47 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-HCL 0.5 M pH 7.2 

Se pesó 60 . 57 g de tris, se disolvió en agua bidestilada ~ 

800 mi y se le ajustó a pH 7.2 con HCI concentrado, se aforó 

a 1 litro. 

CAJAS FALCON 

De 96 pozos con fondo plano 

SOL UCION RINGER ESTERIL MAS ANTIBIOTICO 

La solución Ringer se esterilizó por autoclave y a cada 100 

mi de solución Ringar s e le agregaron 600 µI de an t i b i ot i co . 
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Se pesaron las cantidades arriba mencionadas y se añade

agua bidestilada hasta e S20 ml, se ajusto el pH a 5.8

con NaOH 1 N ( se pesaron 20 g de NaOH y se aforaron en 500

ml de agua bidestilada l se aforo a un volumen de 1 litro y

se esterilizo por autoclave. Por cada IDO ml de medio

TYI-S-33 modificado se anadio 500 ul de CaCl= O.1 H esteril

( se peso 1.4? g de Caole y se disolvio, aforandose en agua

bidestilada hasta completar un volumen final de IDO ml luego

se esterilizo por autoclave J y se le adicionaron OOO ul de

antibiotico.

ACIDO ACETICO 0.25 H

Se preparo como ya se ha descrito.

TUBOS DE DIALISIS

100 ft. 11 mm BTBT - he?

SOLUCION AHDRTIGUADORA DE THIS-HCL D.5 H pH 7.2

Se peso SO.S? g de tris, se disolvió en agua bidestilada e

800 ml y se le ajusto a pH 7.2 con HC] concentrado, se aforo

a 1 litro.

CAJAS FALCON

De 96 pozos con fondo plano

SOLUCION HINGER ESTERIL HAS ANTISIOTICO

La solucion Hinger se esterilizo por autoclave y a cada 100

ml de solucion Hinger se le agregaron EOD ul de antibiotico.



ENVOLTURA AUTOADHERENTE 

Kleen - Pack 

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINOS PARA AMIBAS ( PBS-A 

l l 50 mi de solución amortiguadora de fosfatos 300 mM 

1 Il 58 mi de cloruro de sodio 3.08 M 

Il Preparación del fosfato monobásico de potasio e KH 2 PO. 

300 mM: se pesaron 81.65 g, se disolvieron en agua 

bidestilada y se aforó a 2 litros. 
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Preparación del fosfato dibásico de potasio C K2 HPO. 

300 mM: se pesaron 107.51 g de la sal, se disolvieron en agua 

bidestilada y se aforó a 2 litros. En el potenciometro se 

agregó a la soluci ó n dibásica poco a poco la solución 

amortiguado r a mon o básica hasta 1 legar a un pH 7 . 0 

lll Se pesa r on 179 .99 g de NaCI, se diso l vieron y se aforó 

en agua bidestilada hasta completar un volumen de litro 

GLUTARALDEHIDO 2 . 5% 

Se tomaron 10 mi de glutaraldehido al 25% y se aforó con 

90 mi de PBS-A para tener una concentración final de 2.5%. 

S OL UCI ON AMORTIGUADORA DE TRIS-HCL 0.05 M pH 7.2 

Se pesa ro n 6. 0 57 g de tris, se disolvieron en ~ 800 mi de 

agua bidesti lada se le ajustó a pH 7.2 c on HCI concentrado y 

s e af oró a 1 li tr o. 
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ENVDLTURA AUTOADHERENTE

Kleen-Pack

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINOS PARA AHIBAS i PES-A l

Il SO ml de solucion amortiguadora de fosfatos SOO mH

lll 55 ml de cloruro de sodio 3.05 H

ll Preparacion del fosfato monobosico de potasio l KH±FO¢ I

300 mfl: se pesaron 81.65 g, se disolvieron en agua

bidestilada y se aforo a 2 litros.

Preparacion del fosfato dibasico de potasio ( K;HPO. l

300mH: se pesaron 107.51 g de la sal, se disolvieron en agua

bidestilada y se aforo a 2 litros. En el potenciometro se

agrego a la solucion dibesica poco a poco la solucion

amortiguadora monobasica hasta llegar a un pH ?.O

lll Se pesaron 1?S.SS g de NaCl, se disolvieron y se aforo

en agua bidestilada hasta completar un volumen de 1 litro

GLUTARALDEHIDO 2.5%

Se tomaron 10 ml de glutaraldehido al 25% y se aforo con

SO ml de PES-A para tener una concentracion final de 2.51.

SOLUCION AHORTIGUADORA DE TRIS-HCL 0.05 H pH ?.2

Se pesaron S.O57 g de tris, se disolvieron en e OOO ml de

agua bidestilada se le ajusto a pH 7.2 con HCI concentrado y

se aforo a 1 litro.



ROJO DE SIRIO 1% 

Se calentó agua destilada 500 mi y se le agregó poco a poco 

áGido picrico hasta saturar. Se peso l g de rojo de sirio, 

se disolvió en la solución saturada de ácido pícrico y se 

aforó a 100 mi. 

HCL 0.1 N 

Se tomaron 1.823 mi de HC I concentrado y se aforó a 500 mi 

d e agua bidestilada. 

NaOH 0.01 N - Metano! absoluto 

Se pesaron 0.040 g de NaOH, se disolvieron y aforó en 100 mi 

de agua bidestilada. Se mezcló con metanol absoluto 

< l:t V / V l. 

VII.- SEPARACION MEDIANTE PERCOLL 

Solución Ringer 10x: 

CLORURO DE SODIO 

CLORURO DE POTASIO 

BI CARBONATO DE SODI O 

CLORURO DE CALCIO 

CLORURO DE MAGNESIO 

0.8 g 

0.020g 

0.020g 

0.020g 

0.001g 

Se pesaron l as cantidades arriba mencionadas, se afor ó con 

10 mi de ag ua bidestilada y se esterilizó por autoclave. 

PERCOLL < PVP > 
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ROJO DE SIRIU ii

Se calento agua destilada 500 ml y se le agrego poco a poco

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

se disolvio en la solucion saturada de acido picrico y se

aforo a IOO ml.

HCL O.i N

Se tomaron 1.523 ml de HCI concentrado y se aforo a SOO ml

de agua bidestilada.

NaOH 0.01 N - Hetanol absoluto

Se pesaron 0.0úO g de NaOH, se disolvieron y aforo en 1OO ml

de agua bidestilada. Se mezclo con metanol absoluto

i 1:1 VIV I.

VII.- SEPARACION HEDIANTE PERCOLL

Solucion Ringer 10x:

CLORURO DE SODIO O.B g

CLORURO DE POTASIO 0.0EOg

EICARSONATO DE SODIO 0.020g

CLORURO DE CALCIO 0.02Dg

CLORURO DE HAGNESIO 0.001g

Se pesaron las cantidades arriba mencionadas, se aforo con

iO mi de agua bidestilada y se esterilizo por autoclave.

PERCOLL ( PVP J
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VIII . - REACTIVOS 

J . T. BAK ER : 

DEXTROSA, CLORURO DE SO DI O,BIC ARBONATO DE SODIO, CLORURO DE 

CALCIO, CLORURO DE MAG NESIO, AC IDO ACETICO GLACIAL, ACETONA, 

ACIDO CLORHIDRI CO , TARTRATO DE SODI O Y POTAS I O, SULFATO DE 

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

BIO - RAD LABORATORIES : 

TRI S ( HIDR OXIM ETI L ) AMINOMETANO, ACRILAMIDA, TEMED, 

AGAROSA, BI S-A CRILAMIDA, PERSULFATO DE AMONIO, SOS Y GLI CINA 

COSTAR 

CAJAS FALCON DE 96 POZOS CON FONDO PLANO. 

MALLINCRODT 

C ITRATO FERRICO-AMONIO. 

MERCK 

FOSFATO DE POTASIO MONOBASICO, FOSFATO DE POTASIO DIBASICO, 

L-CISTEINA, ACIDO ASCORBICO, CLORURO DE POTASIO, HIDROXIDO 

DE SO DIO, GLUTARALDEHIDO, METANOL ABSOLUTO Y FIBRA DE VIDRIO 

NORTH AMERICAN BIOLOGICALS 

SOLUC I ON DE VITAMINAS DE DIAMOND. 

SANFER 

ANTIBIOTICOS: T ICAR Y CARBACIN. 

VIII.¬ REACTIVOS

J.T. BAKER :

DEXTROSA, CLORURO DE SODlO,BlCARBONATO DE SODIO, CLORURO DE

CALCIO, CLORURO DE HACNESIO, ACIDO ACETICO GLACIAL, ACETONA,

ACIDO CLORHIDRICO, TARTRATO DE SODIO Y POTASIO, SULFATO DE

COBRE. CARHONATO DE SODIO, ACIDO FlCRICO,ETANOL Y GLICEROL.

BIO-RAD LABORATORIES ¦

TRIS I HIDROKIHETIL l AHINOHETANO. ACRILAHIDA, TEHED±

AGAROSA, BIS-ACRILAHIDA, PERSULFATO DE AHONIO, SDS Y GLICINA

COSTAR ¦

CAJAS FALCON DE SS POZOS CON FONDO PLANO.

HALLINCRODT ¦

CITRATO FERRICO-AHOHIO.

MERCK :

FOSFATO DE POTASIO HONOHASICO, FOSFATO DE POTASIO DIBASICO,

L-CISTEINA, ACIDO ASCORBICO, CLORURO DE POTASIO, HIDROXIDO

DE SODIO, GLUTARALDEHIDO. HETANOL ABSOLUTO Y FIBRA DE VIDRIO

Nonrn AnssLg¿N slohg§|çAg5 =
sotuclon DE vlrxnlnxs os Dlnnuno.

SANFER :

ANTIBIOTICOS: TICAR Y CARBACIN.
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PEPSINA, FOLIN - CIOCALTEU, ROJO DE SIRIO, AZUL DE BRO MOFENOL, 

AZUL DE COOMASS!E. 

THOMAS SC IENT!FIC : 

TUBOS DE DIALIS!S 100 ft llmm 3787-h 47, 50 ft 90mm 3 787-f77 

B!OXON - BBL MI CROB IOLOGY SYSTEMS 

BIOTRIPTASA. 

PHARMACIA 

PERCOLL C PVP l. 
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Sifidaui
rsrslwn, Putin-olocntrsu, Road os slalo, Azut os anonorswot.
AZUL DE cuonassls.

THOIÍIAS _S_C-__I_ENT I F I_l2___;__

TUBOS DE DIALISIS IDO ft 11mm 378?-h 47, SO ft SOmm 378?-f??

EIOXON~HEL HLCEOHIOLOGY SYSTEMS r

HIOTRIPTASA.

FHARHACIA ¦

PERCOLL I PVP l.
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E. - HETODOS 

1.- Cepa axénica de Entamo eba histol y tica cepa HM - 1. 

CULTIVO 

En tubos de 16 x 125 mm con tapón de rosca se colocaron 

10 mi de medio TYI-S-33 se esterilizaron por autoclave 

posteriormente se les agregó en condiciones estériles, 2 mi 

de suero de bovino Cinactivado> más vitaminas < por cada 100 

mi de suero se adicionaron 5 mi de vitaminas > y se les 

colocó una alícuota de 0.2 mi - 0.5 mi de un tubo 48 hrs a 

72 hrs de crecimiento ) colocado a 4ºC durante 10 minutos. 

Por últ i mo l os tubos se cerraron perfectamente, se agitaron 

e incubaron a 37°C. 

Obtención de trofozoitos de la cepa HM-1 

Los tubos se colocaron a 4ºC por 10 mi nutos, después se 

agitaron suavemente y s e colocó su contenido en tubos 

cónicos de centrifuga estériles, se centrifugó a 1000 

revoluciones por minuto C rpm l durante 3 minutos, el 

sobrenadante se descartó y la pastilla se resuspendió en 5 

mi de medio TYl-S-33 modificado, se colocó una alicuota en 

la camara de Neubauer y se realizó el conteo de amibas, se 

centrifugó nuevamente a 1000 rpm por 3 minutos y la pastil l a 

se resuspendió en medio TYI-S-33 modificado. 
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E.- HETODOS

1.- Cepa axenica de Entamoeba higtolytica cepa HH-1.

CULTIVO

En tubos de IO x 125 mm con tapon de rosca se colocaron

10 ml de medio TYI~S-33 se esterilizaron por autoclave

posteriormente se les agrego en condiciones esteriles. 2 ml

de suero de bovino Iinactivadoì más vitaminas ( por cada IOO

al de suero se adicionaron 5 ml de vitaminas l y se les

coloco una alicuota de O.2 ml ~ 0.5 ml de un tubo ( 48 hrs a

72 hrs de crecimiento 1 colocado a 4°C durante 1O minutos.

Por último los tubos se cerraron perfectamente, se agitaron

e incubaron a 3T°C.

Obtencion de trofozoitos de la cepa HH-1 ¦

Los tubos se colocaron a ú°C por iO minutos, despues se

agitaron suavemente y se coloco su contenido en tubos

conicos de centrifuga esteriles, se centrifugo a loco

revoluciones por minuto ( rpm l durante S minutos, el

sobrenadante se descarto y la pastilla se resuspendio en 5

ml de medio Tïl-S-33 modificado, se coloco una alicuota en

la camara de Neubauer y se realizo el conteo de amibas, se

centrifugo nuevamente a IODO rpm por 3 minutos y la pastilla

se resuspendio en medio TYI-S~33 modificado.



2. - Cepa s Polixénicas de Entamoeba histolytica. 

CULTIVO : 

Se colocó un huevo de gallina por matraz y por cada 

huevo 5 mi de sangre, se colocan el número de huevos que se 

vayan a emplear en un matraz de 1 1 itro, que contenia 

pedazeria de vidrio. Se agitó vigorosamente, hasta que Jos 

huevos quedaron mezclados homogeneamente, Juego se agregó 

Ja cantidad de sangre correspondiente y se volvió a agitar. 

Posteriormente esto se filtró con una gasa, se colocaron 50 

mi de la mezcla en matraces de 125 a 250 mi de capacidad y 

se les fabricaron tapones, por último 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 procedió a 

resembrar. Se cubrió la capa huevo - sangre con solución 

Ringar estéril más suero de bovino al 3%, se le a~adieron 

las amibas procedentes de tubos y se adicionó una asada de 

polvo de arroz estéril, se cubrió la boca del matraz con 

Parafilm y se incubaron a 37°C. 

Obtención de trofozoitos de cepas polixénicas 

Del matraz de cada cepa se separó cuidadosamen te el 

sobrenad a nte y el sedimento ( que se depositó en la fase 

sólida l, tant o el sobrenadante como el sedimento se 

filt raron en f ib ra de v idrio, co n el própo sito de r etener el 
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2.- Cepas Polixenicas de Entamoeba histolytica.

CULTIVO ¦

Se coloco un huevo de gallina por matraz y por cada

huevo 5 ml de sangre, se colocan el número de huevos que se

vayan a emplear en un matraz de 1 litro, que contenía

pedazeria de vidrio. Se agito vigorosamente, hasta que los

huevos quedaron mezclados homogeneamente, luego se agrego

la cantidad de sangre correspondiente Y se volvio a agitar.

Posteriormente esto se filtro con una gasa. se colocaron SO

ml de la mezcla en matraces de 125 a 250 ml de capacidad y

se les fabricaron tapones, por último se colocaron los

matraces de BO°C a 52°C durante OD minutos, se dejaron

enfriar toda la noche y despues se esterilizaron por

autoclave. Una vez listos los matraces se procedio a

resembrar. Se cubrio la capa huevo - sangre con solucion

Singer esteril mas suero de bovino al 33, se le añadieron

las amibas procedentes de tubos y se adiciono una asada de

polvo de arroz estéril, se cubrio la boca del matraz con

Parafilm y se incubaron a 37°C.

Obtencion de trofozoitos de cepas polìxenicas :

Del matraz de cada cepa se separo cuidadosamente el

sobrenadante y el sedimento ( que se deposito en la fase

solida l. 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 fibra se lavó abunda ntemen te aon 

solución Ringer fria, para despegar las células que pudieran 

qu edar retenidas. Esto fué centrifugado a 1000 rpm por 10 

minutos, el sobrenadante debe quedar libre de células, la 

pastilla se resuspendió en solución Ringer y se procedió a 

contar en la camara de Neubauer, posteriormente se 

centrifugó a 1000 rpm por 10 minutos y las células se 

resuspendieron en solución Ringer. Todo se realizó a 4ºC . 

3 . - Extracción de colágena. 

La colágena fué obtenida de placenta humana, de acuerdo 

al método descrito por Rojkind C44l. Una placenta de humano 

se lavó y cortó, luego se colocó en 500 ml de ácido acético 

0.25 M conteniendo pepsina C 0.25 mg/ml y se incubó 24 

horas a 4°C. Después se centrifugó a 5000 rpm por 2 horas a 

4°C, el sobrenadante claro se decantó y neutralizo CpH 7.0) 

con NaOH 0.1 M para inactivar a la pepsina. El proceso de 

digestión de las fibras de colágena no soluble, se repitió 

en dos ocasiones más y los sobrenadantes claros se mezclaron 

para pu r ificar los diferentes tipos de colágena. Estas 

fueron dializadas a 4ºC contra una solución amortiguadora 

Tris-HCl O.OS M pH 7.3 con 0.4S M de NaCl. Posteriormente, 

para obtener las colagenas tipo III, y V se dializaron 

contra soluc i ó n amortiguadora Tris-HCl O.OS M pH 7.3 con 

1.7, 2.S y 4 M de NaCl respectivamente. Los precipitados se 

disolvier on , dializaron y se congelaron con una mezcla de 

acetona-h i e l o seco y se liofilizaron. Por último se 

a lma c enar on a 4°C . 

detritus del medio, la fibra se lavo abundantemente con

solucion Ringer fria, para despegar las celulas que pudieran

quedar retenidas. Esto fue centrifugado a IOOO rpm por 10

minutos. el sobrenadante debe quedar libre de celulas, la

pastilla se resuspendio en solucion Ringer y se procedio a

contar en la camara de Neubauer, posteriormente se

centrifugo a 1000 rpm por IO minutos y las celulas se

resuspendieron en solucion Hinger. Todo se realizo a 4°C.

3.- Extraccion de colagena.

La colágena fue obtenida de placenta humana, de acuerdo

al metodo descrito por Rojkind (eel. Una placenta de humano

se lavo y corto, luego se coloco en SOO ml de acido acetico

O.2S H conteniendo pepsina l O.25 mgƒml l y se incubo Ed

horas a e°C. Despues se centrifugo a SOOO rpm por 2 horas a

asc, el sobrenadante claro se decanto y neutrallzo (pH 7.0)

con NaOH O.1 H para inactivar a la pepsina. El proceso de

digestión de las fibras de colagena no soluble, se repitió

en dos ocasiones mas y los sobrenadantes claros se mezclaron

para purificar los diferentes tipos de colagena. Estas

fueron dializadas a c°C contra una solucion amortiguadora

Tris-HCI 0.05 N pH 7.3 con O.AS H de NaCl. Posteriormente,

para obtener las colagenas tipo lll, I y V se dializaron

contra solucion amortiguadora Tris-HC! O.D5 H pH 7.3 con

1.?, 2.5 y 4 H de NaCl respectivamente. Los precipitados se

disolvieron, dializaron y se congelaron con una mezcla de

acetona-hielo seco y se liofilizaron. Por último se

almacenaron a e°C.



La pureza de la colágena tipo se comprob ó mediante 

gel e s de po l ia crilamida <45 1. 

4. - Ele c trof o res is en geles de poli ac rilamida de la colágena 
tipo 1. 

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12.5% - SDS 

a co rde al méto do descri t o por Laem l i C45l. El tamai'lo del gel 

fué de 5 . 5 cm de largo y 8 cm de ancho, la c ámara 

electrofor é tica que s e em p leó fué: Migthy Smal l 11 de Hoefer 

Scientific lnstruments San francisco. Para la realización de 

esta técnica, primero se ensambló la cámara de 

electroforesis . De la siguiente manera: se colocaron las 

placas de aluminio sobre la cámara, después se sobrepuso una 

placa de vidrio en cada una de las placas de aluminio, entre 

ambas se colocó u n a "costilla" de 0.5 mm de espesor, por 

último este dispositivo se presionó con un par de pinzas, 

después se procedió a sel lar la cámara con agarosa al 1%, 

se colocó el gel separador al 12.5% después de que 

polimerizo se c o locó el gel concentrador al 3% junto con un 

"peine" para formar los espacios C carriles ) en donde se 

co l ocar on las muestras una vez poli merizado el gel. Se 

quito el peine y se colocaron las muestras, la·s cuales 

fueron tratadas previamente: la concentración empleada fué 

de 1 mg de proteina en peso seco, se diluyó en un 

amortiguador 10x para muestras <100µ1 > se hirvió durante 3 

minutos y después se co l o caron sobre los ca rri les, con una 

mi c rojeringa Ham ilton C 200 µl de capacidad l un volumen 
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La pureza de 1a coiágena tipo I se comprobó mediante

geles de poliacrilamida Ceãi.

à.- Electroforesis en geles de poliacrilamida de la colàgena
tipo I.

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12.5% - SD5

acorde al metodo descrito por Laemli (ú5). El tamaño del gel

fue de 5.5 cm de largo y B cm de ancho. la cámara

electroforetíca que se empleó fué: Higthy Small II de Hoefer

Scientific Instruments San francisco. Para la realización de

esta técnica, primero se ensambló la cámara de

electroforesis. De la siguiente manera: se coiocaron las

placas de aluminio sobre la camara, después se sobrepuso una

placa de vidrio en cada una de las placas de aluminio, entre

ambas se coloco una "costilla" de 0.5 mm de espesor, por

último este dispositivo se presionó con un par de pinzas,

despues se procedió a sellar la cámara con agarosa al 1%,

se coloco el gel separador al 12.5% después de que

polimerizo se colocó el gel concentrador al 3% junto con un

"peine" para formar los espacios ( carriies 1 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 concentración empleada fue

de 1 mg de proteina en peso seco, se diluye en un

amortiguador 10s para muestras (100pl) se hirvio durante 3

minutos y despues se colocaron sobre los carriles. Güfl HHH

microjeringa Hamilton ( 200 pl de capacidad 1 un volumen



f i nal de 10 µ!. El ampera je que se utili zó para correr el 

gel concentrad or fué de 15 miliamperes y para el gel 

se parador fué de 25 miliamperes. El amortiguador empleado 

para la corrida de los geles fué 5x. Paralelamente a la 

muestra de proteína, se utilizaron para ser corridas en 

electroforesis proteinas de bajo peso molecular marcadores 

de peso molecular cuyos pesos en kilodaltones kD J 

fuer o n d e 14.4, 20.1, 30, 43, 67 y 94 

Preparandose como se mencionó anteriormente, teniendo 

en 100 µl de amortiguador 20 µl de marcadores de bajo peso 

molecula r. 

Una vez concluida la electroforesis, el gel fué 

despegado cuidadosamente de la cámara, utilizando un chorro 

de agua y una espa tula. Posteriormente el gel fué incubado 

con una solución te~idora toda la noche a temperatura 

ambiente y co n agitació n . Luego el gel fué incubado durante 

1 hora con una solución deste~idora . Una vez visulizados los 

marcadores de peso molecular y la proteína se procedió a 

tomar una placa fotografica ( figura 1 J. 

5.- La determinación de proteina, se hizo de acuerdo al 

método descrito por Lowr y C46J. Conforme se describe a 

c o nt i nuación : Se co locó la solución de proteina cuya 

c oncent ración se de s c onocia, así como la proteina u s ada para 

rea lizar l a c ur va estandar albumina s é ri ca d e bov ino BSA J 
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final de IQ pl. El amperaje que se utilizó para correr el

gel ccncentrador fue de 15 miliamperes y para el gel

separador fue de 25 miliamperes. El amortiguador empleado

para la corrida de los geles fue 5x. Paralelamente a la

muestra de proteina, se utilizaron para ser corridas en

electroforesis proteinas de bajo peso molecular K marcadores

de peso molecular J cuyos pesos en kilodaltones l kD 1

fueron de : 14.fl, 20.1. 30. 43, 67 y 94

Preparandose como se mencionó anteriormente, teniendo

en 100 pl de amortiguador 20 ul de marcadores de bajo peso

molecular.

Una vez concluida la electroforesis, el gel fue

despegado cuidadosamente de la cámara, utilizando un chorro

de agua v una espatula. Posteriormente el gel fue incubado

con una solución teñidora toda la noche a temperatura

ambiente y con agitación. Luego el gel fue incubado durante

1 hora con una solución destefiidcra. Una vez visulizados los

marcadores de peso molecular y la proteina se procedió a

tomar una placa fotografica i figura 1 1.

5.- La determinación de proteina, se hizo de acuerdo al

metodo descrito por Lowry iàül. Conforme se describe a

continuación: Se colocó la solución de proteina cuya

concentración se desconocia, asi como la proteina usada para

realizar la curva estandar ( albumina serica de bovino ESA 1
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FIGURA 1 1. 
Electroforesis de la colágena tipo 1.-

Se muestra el patrón tipico de la colágena tipo purificada 
de placenta de humano, conforme se describe en métodos <A> y 
los marcadores de peso molecular <B>. 
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FIGURA I 1.
Electrcforesis de la colàgena tipo I.-

Se nuestra el patrón tipico de la colágena tipo I purificada
de placenta de humano, conforne se describe en metodos (Al y
los larcadores de peso Iolecular (B).



por separado, ambas fueron colocadas en agua destilada hasta 

completar un volume n f inal de 200 µl. Se ag regó con 

agitación 1 mi del reactiv o de folin y se incu bó por 10 

mi n utos, luego se le agregó co n agitación O. 1 ml del 

reacti v o de fenal y se incubó por 30 minutos. Por último se 

leyó a 750 nm en un espectrofotometro. El blanco de cada 

determinación fué agua destilada, tratado de igual manera 

que la solución problema y la estandar. Todo se r ealizó por 

duplicado, con los datos obtenidos en el estandar se 

construyó una grafica de concentración de proteina contra 

absorbancia a 750 n m. En esta grafica se extrapolaron los 

datos obtenidos con la solución problema de proteina 

colágena t i po y se les determinó su concentración. 

6 .- Ensayo de la actividad colagenolitica. 

El ensayo consiste eri breve: en cajas Falcon de 96 

pozos con fondo plano, se colocaron 20 µl de colágena tipo 

1.9 mg / ml ), la cual previamente fué disuelta en ácido 

acético 0.25 M durante 2 horas, posteriormente la colágena 

se dializó contra una solución amortiguadora de Tris - HCl 

0.5 M pH 7.2 por 2 horas, se incubó durante 1 hora a 37ºC, 

para que polimerizara y se esterilizó durante toda la noche 

con luz UV. Estas peliculas se cubrieron con medio TYl-S-33 

modificado para HM-1, colocando 1 x 10• y 2 x 10" 

trof o zoi t os por pozo por cuadruplicado, completando un 

volumen final de 200 µ1 por pozo. 

Par a las cepas polixénicas, los pozos fueron cubi e rtos 
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por separado, ambas fueron colocadas en agua destilada hasta

completar un volumen final de 200 pl. Se agregó con

agitación 1 ml del reactivo de folin y se incubo por 10

minutos, luego se le agregó con agitación 0.1 ml del

reactivo de fenol y se incubó por 30 minutos. Por último se

leyó a 750 nm en un espectrofotometro. El blanco de cada

determinación fue agua destilada, tratado de igual manera

que la solución problema y la estandar. Todo se realizó por

duplicado, con los datos obtenidos en el estandar se

construyó una grafica de concentración de proteina contra

absorbancia a 750 nm. En esta grafica se extrapolaron los

datos obtenidos con la solución problema de proteina

i colagena tipo l l y se les determinó su concentración.

E.- Ensayo de la actividad colagenolitica.

El ensayo consiste en breve: en cajas Falcon de QE

pozos con fondo plano, se colocaron 20 pl de colagena tipo i

i 1.9 mgfml l, la cual previamente fue disuelta en ácido

acetico 0.25 H durante 2 horas, posteriormente la colágena

se dializó contra una solución amortiguadora de Tris - HC]

0.5 H pH T.2 por 2 horas, se incubó durante 1 hora a 37°C,

para que polimerizara y se esterilizó durante toda la noche

con luz UV. Estas peliculas se cubrieron con medio TYI-S-33

modificado para HH-1, colocando 1 x 10° y 2 x 10"

trofozoitos por pozo por cuadruplicado, completando un

volumen final de 200 pl por pozo.

Para las cepas polixenicas, los pozos fueron cubiertos
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con solución Ringar más antibiótico y se colocaron , 1 x 10• 

y 2 x 10º trofozoitos por pozo por cuadruplicado, 

completando un volumen final de 200-_µl por pozo. La caja se 

selló con papel autoadherente <Kleen-Packl, se incubó 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 solución Ringar a 4ºC para 

contarlas y los pozos se fijaron, posteriormente se lavaron 

con solución amortiguadora Tris-HCl 0.05 M pH 7.2 de 3 a 5 

minutos. Después se te~ieron con rojo de sirio al 1% durante 

1 hora C47l, se lavaron con HCl 0.1 N de 2 a 3 veces para 

quitar el exceso de colorante y se observó en un microsc o pi o 

invertido < determinación cualitativa ), finalmente el 

colorante fué eluido con una mezcl~ de metano! absoluto -

NaOH 0.01 N V/V ) diluido 1/10 y se tomo lectura a 540 nm 

C48l en un espectrofotometro Beckman DU-7 <determinación 

cuantitativa) . 

En cada experimento se colocaron controles, que 

c o nsi s t i e ro n en pozo s con la película de c olágena incubados 

con la solución Ringar estéril más antibiótico y con 

sobrenad a ntes de l os cultivos polixénicos, sin amibas. Las 

absorban c ias q ue s e obtu v ieron en las determina c iones, 

fueron co n vertidas a µg de proteína con la curva estandar de 

col á gen a . La pr o t e í na c ont e nida en los p o zo s s in amibas 

menos la prot e ín a det e c ta d a en los poz o s , nos dio los µg de 

pr oteína diger i da. 

Bå

con solución Hinger más antibiótico y se colocaron , 1 H 10°

y 2 x 10” trofozoitos por pozo por cuadruplicado,

completando un volumen final de 2D0_pl por pozo. La caja se

selló con papel autoadherente (Kleen-Pack?. se incubo 15

horas a 37°C, despues se fijaron con glutaraldehido al 2.5!

por 1 hora, 2 pozos de cada cuadruplicado, tanto de HH-1

como de las cepas polixenicas y a los 2 pozos restantes se

les despegaron las celulas con solución Ringer a e°C para

contarlas y los pozos se fijaron, posteriormente se lavaron

con solución amortiguadora Tris-HCI 0.05 H pH ?.2 de 3 a 5

minutos. Despues se teñieron con rojo de sirio al 1% durante

1 hora (47), se lavaron con HCI 0.1 N de 2 a 3 veces para

quitar el exceso de colorante y se observó en un microscopio

invertido i determinacion cualitativa 1, finalmente el

colorante fue eluido con una mezcla de metanol absoluto -

NaOH 0.01 N l VIH l diluido 1¡10 y se tomo lectura a 540 nm

(48) en un espeotrofotometro Beckman DU-7 (determinación

cuantitativa).

En cada experimento se colocaron controles, que

consistieron en pozos con la pelicula de colagena incubados

con la solución Ringer esteril mas antibietioo v con

sobrenadantes de los cultivos polixenicos, sin amibas. Las

absorbancias que se obtuvieron en las determinaciones,

fueron convertidas a pg de proteina con la curva estandar de

colegena. La proteina contenida en los pozos sin amibas

menos la proteina detectada en los pozos, nos dio los pg de

proteina digerida.



7 . - Curva estandar de colágena tipo l. 

Un a v ez c o nocida la concentración de la protelna, se 

p r ocedió a colocar distintas cantidades de colágena y se 

h i zo una c u rva estandar, haciendo la determinación de 

colágena conforme se describió en los parrafos anteriores. 

Con los valores obtenidos su construyó una grafica, 

colocando en el eje de las J: !.os JJg de proteinas adicionados 

y en el eje de las Y los valores correspondientes de cada 

concentración en absorbancias a 540 nm < figura 2 >. 

8. - Separación de las ce lulas mediante Percal! < PVP >. 

Después de ser filtradas y lavadas las amibas de 

culti v o polixénico, se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 

minutos, luego la pastilla se resuspendió en 1 mi de 

solución Ringer y fué colocado en tubo cónico < 15 mi de 

c apacidad ) con gradientes de Percoll: 100%, 50%, 60%, 50%, 

30%, 2 0 % y 10% . Estos se prepararon de la siguiente manera: 

9 partes de Percol 1 más 1 parte de solución Ringar lOx. 

1 ) . - 100 % - 1 mi de l a mezcl eo. anterior 

2l.- 80% - 800 JJI de la mezcla - 200 )J 1 de solución Ringar 

3) . - 6 0 % - 600 µI de la mezcla - 400 )J 1 de solución Ringer 

4) . - 50% - 5 0 0 JJ I de leo. mezcleo - 500 )J 1 de solución Ringar 

5 l . - 30% - 300 µl de la mezcla - 700 JJl de solución Ringer 

6). - 20% - 2 0 0 JJ I d e la mezcla - 800 ¡JI de s o l ución Ringer 

7J . - 10% - 100 µ l d e la mez c la - 900 µI d e s o l ución Ringer 
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T.- Curva estandar de colegena tipo I

Una vez conocida la concentración de la proteina, se

procedió a colocar distintas cantidades de coiegena y se

hizo una curva estandar, haciendo la determinación de

colegena conforme se describió en los parrafos anteriores.

Gon los valores obtenidos sn construyó una grafica,

colocando en el eje de las I los pg de proteinas adicionados

y en el eje de las Y los valores correspondientes de cada

concentración en absorbancias a 540 nm C figura 2 1.

B.- Separación de las celulas mediante Percoll í PVP J.

Despues de ser filtradas y lavadas las amibas de

cultivo polixenico, se centrifugaron a 1000 rpm durante 10

minutos, luego la pastilla se resuspendió en 1 ml de

solución Ringer y fue colocado en tubo cónico í 15 ml de

capacidad ) con gradientes de Fercoll¦ 100%, BON, 60%, Süì,

30%, 20% y 10! . Estos se prepararon de la siguiente manera:

9 partes de Percoll mas 1 parte de solución Ringer 10s.

ll.- 100%

21.- BON

3).- 505

el.- 50%

5).- 30%

El.- EUK

Tl.- 10%

--

1.

_.

--

1

1 ml de la mezcla anterior

EDO

EGO

500

300

200

100

pl

pl

pl

M1

ul

pl

de

de

de

de

de

de

mezcla

mezcla

mezcla

mezcla

mezcla

mezcla

1

4.

¡_

1

¿-

200

400

EDU

TOO

BUG

SUD

pl

pl

pl

pl

pl

pl

solución

solución

solución

solución

solución

solución

Ringer

Ringer

Ringer

Ringer

Ringer

Ringer
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Curva estandar para determ i nar concentraciones de 
proteína de colágena tipo l, por el método de 
rojo de sirio.-

La concentración de proteina de colágena se relacionó con la 
absorbancia a 540 n• de rojo de sirio unido especifica•ente 
a la colágena pura, conforme se describió en •étodos. 
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FIGURA I Z.
Curva estandar para determinar concentraciones de
Pretsiflfl de sflláasna tias Il Per el asias@ de
gpjo de sirio.-

La concentración de proteina de colàgena se relacione con la
absorbancia a 540 nl de rojo de sirio unido especificaiente
a la colágena pura, conforme se describió en metodos.



Se colocaron los gradie ntes de ma yof· a menor con pipet a 

Pasteur , se centrifugó a 1900 rpm durante 15 minutos y los 

anil l os que se f or maro n se separaron cuid ad osamente . Se 

o bservó cada uno de los anillo s al microscopio, para 

de t ectar la presencia de amibas, las cuales se separaron del 

Pe rcal ! mediante lavad os con solución Ringer,se 

centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos y la pastilla se 

r esu spendió, se hizo el ensay o de actividad colagenolitica. 

Se colocaron 5 x 10• celulas por cada pozo, por duplicado, 

un pozo fué fijado después de la incubación ( 16 horas 

el otro pozo se l av ó con solución Ringer a 4ºC y luego se 

fijo. La separación de células, mediante el Percal 1 fué 

1 le vada a cabo como lo describe Bracha et e...L, (49). 

y 
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Se :clocaron los gradientes de mayor a menor con pipeta

Pasteur, se centrifugó a 1900 rpm durante 15 minutos y los

anillos que se formaron se separaron cuidadosamente. Se

observó cada uno de los anillos al microscopio, para

detectar la presencia de amibas, las cuales se separaron del

Percoll mediante lavados con solución Ringer,se

centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos y la pastilla se

resuspendio, se hizo el ensayo de actividad colagenolitica.

Se colocaron 5 x 10' celulas por cada pozo, por duplicado,

un pozo fue fijado despues de la incubación ( 16 horas l y

el otro pozo se lavó con solución Ringer a e°C y luego se I

fijo. La separación de celulas, mediante el Fercoll fue

llevada a cabo como lo describe Bracha et al, (49).
si



F.-RESULTADOS 

1>.- Actividad c olagenolit íca an trofozoitos de 
Entamoeba histolytica cepa axénica HM - 1. 

Para montar el ensayo de colagenasa en las cepas 

polixénicas, pr imero se probó este en trofozoitos de 

h hist o lyti c a. HM - 1. En la figura 3, se muestra u n as pecto 

genera l del ensayo de la actividad enzimática. Se determinó 

la digest i ón de col ágena usando diferentes cantidades de 

células figura 4 ) . Se puede o bservar que la digestión 

aumenta, c onfo rm e se incrementa el número de trofozoitos. 

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

Se ha propuesto, que la actividad de colagenasa guarda 

una correlación directa con la virulen cia de los trofozoitos 

de h histolytica por lo tanto, estudiamos si esto es cierto 

para trofozoitos mantenidos en cultivos polixéni c os. Esta 

enzima, se evaluó en 3 cepas provenientes de pacientes 

asinto máti cos HM-43, HM-44 y HM- 46 l y una cepa de un 

paciente que presentó absceso hepático y colitis amibiana 

HM-48 l . Para lograr este objetivo, se colocaron 1 X 10' 

y 2 x 10' trofozoltos de cada una de las cepas de cultivo 

polixéni co y se in c ub a ron por 16 horas, conforme se 

mencionó en mét o d o s. Para l a detección de ac ti vi dad de 

colage na sa . 
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F.-RESULTADOS

il.- Actividad colagenolitica en trofozoitos de
Entanoeba histolytiga cepa axenica HH-1.

Para montar el ensayo de colagenasa en las cepas

polixenicasl primero se probó este en trofozoitos de

E, histolytica HH-1. En la figura 3, se muestra un aspecto

general del ensayo de la actividad enzimática. Se determinó

la digestión de colegena usando diferentes cantidades de

celulas C figura ú ). Se puede observar que la digestión

aumenta, conforme se incrementa el número de trofozoitos.

21.- Actividad colagenolitica en trofozoitos de §L
histolgtigg de cultivos polixenicos.

Se ha propuesto, que la actividad de colagenasa guarda

una correlación directa con la virulencia de los trofozoitos

de E. histolytica por lo tanto, estudiamos si esto es cierto

para trofozoitos mantenidos en cultivos polixenicos. Esta

enzima. se evaluó en 3 cepas provenientes de pacientes

asintomaticos l HH-eS. HH-en y HH-ed l y una cepa de un

paciente que presentó absceso hepático y colitis amibiana

i HH-úã l. Para lograr este objetivo, se colocaron : 1 x ID”

y 2 s 10” trofozoitos de cada una de las cepas de cultivo

polixenico y se incubaron por 15 horas, conforme se

mencionó en metodos. Para la detección de actividad de

colagenasa.



FIGURA 1 3. 
Ensayo de la colagenas a con rojo de sirio.-

Se muestra un ensayo tipico d e l método pa r a determinar la 
activi dad de col a g e n a sa. S e puede obser var la coloración de 
la pel i c u la d e cc l ~ i c na a n t e s d e e l ui r el col orante. 
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FIGURA I 3.
Ensayo de la colagenasa con rojo de sirio.-

Se nuestra un ensayo tipico del metodo para determinar la
actividad de colagenasa. Se puede observar ia coloración de
la pelicula de ccleg na antes de eluir el colorante.



ACTIVIDAD DE COLAGENASA EN Entomoebo histolytico HM·t 
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FIGURA 1 4. 
Acti v idad colagenolitica de HM-1.-

Se colocaron distintas cantidades de trofozoitos de la cepa 
HH-1 realizandose el ensayo como ya se ha descrito. La 
actividad enzimAtica se presenta en unidades de colagenasa. 
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FIGURA I 4.
Actividad colagenolitica de Hfl-i,-

Se colocaron distintas cantidades de trofozoitos de la cepa
HH-1 realizandoee el ensayo cono ya se ha descrito. La
actividad enzimática se presenta en unidades de colagenasa.



La actividad co lagen o l ft i ca de cada una de estas cepas 

HM - 43 . HM-44 , HM-46 y HM - 48 l se observan en la figura 5, 

en unidades de colag enasa. Definiendose la s unida de s de 

co l ag e nasa como 1 uni da d = 1 µg de colágena digerida en 

minuto a 37ºC (31 ) . Los valores obtenidos corre s ponden a la 

actividad colagenolitica de 1 x 10" t r ofozoítos. Se incluyen 

l os valores de la cepa axénic a HM-1 como contr o l positivo . 

El sobrenadante sin trofozoitos de los cult ivo s se emp leo 

como control negativo. La digest i ón del gel de colágena por 

estos fluctúo entre un 10% y un 15%. Por lo tanto todos l os 

valores se corrigieron restando estos porcentajes según 

sorrespondiera. 

En la figura 6, se presentan las unidades de colagenasa 

correspondientes a 2 x 10' trofozoitos de las cepas de 

c u lti vo polixéni cos ( HM -43, HM-44 y HM-48 ) y d e la cepa 

HM-1. La digestión de un gel de c olág ena, por las amibas de. 

l o s cultivos pol ixéni cos, se v isuliza en la figura 7 y el 

gel de colágena integro en los pozos sin células se presenta 

en la figura 8 y representa el 100% del gel de colágena. 
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La actividad colagenolitica de cada una de estas cepas

f HH-a3. HH-ee, HH-añ F HH-ed J se observan en la figura 5,

en unidades de colagenasa. Definiendose las unidades de

colagenasa como 1 unidad = 1 pg de colegena digerida en 1

minuto a 37°C (Sil. Los valores obtenidos corresponden a la

actividad colagenolitica de 1 x 10° trofozoitos. Se incluyen

los valores de la cepa axenica HH-1 como control positivo.

El sobrenadante sin trofozoitos de los cultivos se empleo

como control negativo. La digestión del gel de colegena por

estos fluctóo entre un 10% y un 15%. Por lo tanto todos los

valores se corrigieron restando estos porcentajes según

correspondiera.

En la figura S, se presentan las unidades de colagenasa

correspondientes a 2 s 10” trofozoitos de las cepas de

cultivo polisenicos i HH-a3, HH~ee y HH-¿B l y de la cepa

HH-1. La digestión de un gel de colagena, por las amibas de

los cultivos polisenicos, se visuliza en la figura 7 y el

gel de colegena integro en los pozos sin celulas se presenta

en la figura H y representa el iüüì del gel de colagena.
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FIGURA 1 5 . 

Actividad colagenolitica de cepas polixé nicas. -

Una vez obtenido los t r ofozoitos de cepas polixénicas 
<HH-43. HH-44. HH-46 y HH-48) se colocaron 10• células por 
pozo. cubierto con una pelicula de col~gena tipo y se 
incubaron durante 16 horas a 37°C. Se presentan los va l ores 
obtenidos en unidades de colagenasa. se incluye la cepa HH - 1 
co•o control positivo. 
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FIGURA I 5.

Agtividad coiagenolitica de cepas Eolizenicaa.-

Una vez obtenido los trofozoitos de cepas polinenicas
(HH-43, HH~ee, HH~4B y HH-efll se colocaron 10' celulas por
pozo, cubierto con una pelicula de colàgena tipo y se
incubaron durante 16 horas a 37°C. Se presentan los valores
obtenidos en unidades de colagenasa, se incluye la cepa HH-
cono control positivo.

1
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Actividad c olageno litica de cepas polixénicas.-

El expe rimento se realizó como en la figura 1 5, pero se 
adicionaron 2 x 10• células . 
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FIGURA I B.
Actividad_coIagenolitica de cepas poliïenicas.-

El experimento se realizó como en la figura I 5, pero se
adicionaron 2 1 iüfl celulas.



FIGURA 1 7. 

A 

B 

Hieroscopia de luz de la digestión de películas 
de col ágena tipo 1.-

Células de cepas polixénica s incubadas con los geles de 
colágena tipo 1, fueron fij a das con glutaraldehido al 2.5~. 

Posteriormente s e ti~eron con rojo de sirio y se observaron 
al mic rosco p io. En A, B, y C s e muestran l as áreas d e 
di ge st i ón po r u na. de estas c e pa s en h histolytica. 
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FIGURA I 7.
Hicgoscopia_dg“jgz de la_d1fles±ión_de_peliculas
de colagena tipo I.-

Gelulas de cepas polizenicas incubadas con los geles de
colågena tipo I, fueron fijadas con glutaraldehido al 2.51.
Posteriormente se tiñeron con rojo de sirio y se observaron
al microscopio. En A, B, y C se muestran las areas de
digestión por una de estas cepas en EL histolytìca.
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Figura 1 6. 
Gel de coláge na tipo 1.-

Para cada ensayo se colocó u n gel de colágena tipo 1, 
incubado con sol ución Ringer y si n células. La figura 
presenta un gel integro d e colágena teftido con rojo de 
sirio, como control negativo. El colorante elui do de estas 
peliculas representó el 100 % de proteina y el O ~ de 
digestión. 
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Figura I B.
Gel de_colágena tipo I.-

Para cada ensayo se colocó un gel de colagena tipo l,
incubado con solución Ringer y sin celulas. La figura
presenta un gel integro de colágena teñido con rojo de
sirio, como control negativo. El colorante eluido de estas
peliculas representó el 100 1 de proteina y el D 5 de
digestión.



3).- Heterogeneidad de las cepas polixénicas. 

Con el objet o d e afinar la metodologia para la 

determinación de la actividad colagenolitica de trofozoitos 

de !h. histolxtica 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 función de su densidad y la mayor parte de las 

bacterias se quedo en la parte superior del gradiente. Se 

obtuvieron 6 anillos más una peque~a pastilla por cada cepa 

< figura 9 >. A cada una de las poblaciones obtenidas en 

cada uno de los anillos se les evaluó su actividad 

colagenolitica. Para l o 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 presentó células en el 4 anillo y su 

actividad enzimática se incluye en las gráficas. Un ejemplo 

de la digestión del gel por estas subpoblaciones se observa 

en la figura 11. 
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3).- Heterogeneidad de las cepas poliaenicas.

Con el objeto de afinar la metodologia para la

determinación de la actividad colagenolitica de trofozoitos

de E. histolytica de cultivo polixenico se trato de eliminar

el detritus y las bacterias ( propias de estos cultivos 1,

por medio de gradientes discontinuos de Percoll del 10% al

100%. Para nuestra sorpresa los trofozoitos tambien se

separaron en función de su densidad y la mayor parte de las

bacterias se quedo en la parte superior del gradiente. Se

obtuvieron B anillos más una pequeña pastilla por cada cepa

f figura 9 l. A cada una de las poblaciones obtenidas en

cada uno de los anillos se les evaluó su actividad

colagenolitica. Para lo cual se colocaron 5 s 10' amibas por

pozo. Los resultados para cada una de las cepas i HH-e3,

HH-ee, HH-eS y HH-¿B J se muestran en la figura 1D. La cepa

axenica HH-1, solo presentó celulas en el e anillo y su

actividad enzimática se incluye en las gráficas. Un ejemplo

de la digestión del gel por estas subpoblaciones se observa

en la figura 11.



FIGURA 1 9. 

10 º/ N2 ANILLOS 
º-12 

20%_22 
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80%-52 
100%-62 

PASTILLA 

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

Hediante un gradiente de Percoll discontinuo C10 Sal 100 S> 
se separaron en 6 anillos y una pastilla, diferentes 
poblaciones de ~ histolvtica de los cultivos polixénicos. 
En esta figura se representan los S de Percoll empleados. 
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FIGURA 1 9.
Gradientes de Fercoll de las cepas polizenicas de
E. histolytica.-

Hediante un gradiente de Fercoll discontinuo iiü I al iüü Il
se separaron en E anillos y una pastilla, diferentes
poblaciones de EL hiìjglytiga de los cultivos polinenicos.
En esta figura se representan los 1 de Fercoll empleados.
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FIGURA 1 10. 
Actividad colagenolitica de los anillos de cada 
cepa.-

Las cepas de cultivo polixénico <HH - 43, HH-44, HH- 46 y 
HH-48) y de cultivo axénico <HH-1> fueron sometidas a 
gradient e s de Percoll y la actividad enzimática de cada 
anillo y la pastilla fué evaluada, colocandose 5 x 104 

células por pozo. 
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FlGURå I 10.
Actividad colagenolitica_de jos anillos de cada
EEEQ-“

Las cepas de cultivo polilenico [HH-43, HH-ee, HH-45 y
HH-48] y de cultivo anenico (HH-1) fueron sometidas a
gradientes de Fercoll y la actividad enzimática de cada
anillo y la pastilla fue evaluada, colocandose 5 n 10*
celulas por pozo.



FIGURA 1 11. 
Digestión del gel de colágena por el anillo 4 
del gradiente de Percoll.-

Las células separadas mediante el gradiente de Percoll 
(anillo 4 > se incubaron con la pelicula de colágena 
tipo 1, conforme a la figura 10, se fijaron con 
glutaraldehido al 2.5 S y se tifteron con rojo de sirio. Se 
puede observar un bajo nivel de bacterias y un 
enriquecimiento de los trofozoitos. 
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FIGURA I il.
Digestión del gel de colegena por el anillo 4
del gradiente de Perqpil.-

Las celulas separadas mediante el gradiente de Fercoll
i anillo e l se incubaron con la pelicula de colágena
tipo I, conforme a la figura 10, se fijaron con
glutaraldehido al 2.5 1 y se tiñeron con rojo de sirio. Se
puede observar un bajo nivel de bacterias y un
enriquecimiento de los trofozoitos.



G.- DJSCUSJON 

La actividad de colagenasa en trofozoitos de ¡;_,__ 

histolytica HM-1 fueron identicas a los reportados por Munoz 

y colaboradore s C31l lo que nos indico en principio que el 

método de detección de esta actividad era el adecuado. Asi 

mismo se ha sugerido la importancia de esta enzima ya que, 

guarda una correlación directa con la virulencia de las 

diferentes cepas C31l. Por lo tanto quisimos saber si esta 

relación también se guardaba en cepas aisladas de pacientes 

sintomáticos y asintomáticos. 

Nuestros resultados nos sugieren que las cepas de 

pacientes sintomáticos contienen una actividad 

colagenolitica equivalente a la cepa HM-1. Las cepas de 

pacientes asintomáticos presentaron todas una baja actividad 

de colagenasa. Esto nos sugirio dos posibilidades: ll Que 

las cepas de pacientes asintomáticos contienen una baja 

virulencia, ya que presentan una baja actividad de 

colagenasa ó lll Que se trata de una población heterogenea 

de tr ofozoitos con diferente virulencia y por lo tanto con 

diferente actividad de colagenasa. 

La separación de diferente poblaciones por gradientes 

de Percal! nos permite sugerir que en cada cepa aislada 

tenemos una población heterogenea de trofozoitos con 

diferen te actividad de colagenasa y probablemente con 

diferen te vi rule n cia, ya que incluso nos fué posible 
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G.- DIBCUSIDH

La actividad de colagenasa en trofozoitos de §L

histclgtica HH-1 fueron identicas a los reportados por Huflcs

y colaboradores (31) lc que nos indico en principio que el

método de detección de esta actividad era el adecuado. Asi

mismo se ha sugerido la importancia de esta enzima ya que,

guarda una correlación directa con la virulencia de las

diferentes cepas (31). Por lo tanto quisimos saber si esta

relación también se guardaba en cepas aisladas de pacientes

sintomáticos y asintomáticos.

Nuestros resultados nos sugieren que las cepas de

pacientes sintomaticos contienen una actividad

colagenclitica equivalente a la cepa HH-1. Las cepas de

pacientes asintcmaticcs presentaron todas una baja actividad

de colagenasa. Esto nos sugiric dcs posibilidades: 1) Que

las cepas de pacientes asintcmáticos contienen una baja

virulencia, ya que presentan una baja actividad de

colagenasa o Il) Que se trata de una poblacion heterogenea

de trcfozcitos con diferente virulencia y por lo tanto con

diferente actividad de colagenasa.

La separacion de diferente poblaciones por gradientes

de Fercoll nos permite sugerir que en cada cepa aislada

tenemos una pcblacicn heterogenea de trofozoitcs con

diferente actividad de colagenasa y probablemente con

diferente virulencia, ya que incluso nos fue posible



detectar trofozo1tos sin actividad de colagenasa 

( f i gura 10 l . Para definir esta relación de virulencia en 

el futuro será necesario probar la virulencia de estas 

poblaciones por inducción de absceso hepático 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 

aisladas de pacientes asintomáticos sugiere que el mayor 

porcenta j e de trofozoitos provenientes de pacientes 

asintomáticos probablemente sean cepas de g_,_ histolytica 

no-patógena, manteniendo un bajo nivel de las cepas 

patógenas. De manera contraria las aisladas de pacientes 

sintomáticos contienen un mayor porcentaje de trofozoitos 

patógenos y un peque~o porcentaje de los no-patógenos. 
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Estudios futuros nos aclararan si la patogenicidad es 

desarrollada dentro del huesped por un solo tipo de g_,_ 

histolytica ó si existen 2 tipos genéticos de g_,_ histolytica 

una pa tóge n a y ot ra no-pat ó gena y si l as c ondiciones del 

huesped determinan cual de ellas crece preferentemente. 

detectar trofozoitos sin actividad de colagenasa

u figura 10 1. Para definir esta relacion de viruiencia en

el futuro sera necesario probar la virulencia de estas

poblaciones por inducción de absceso hepático amibiano en

animales experimentales.

Curiosamente los trofozoitos separados alrededor de la

misma densidad que la cepa HH-1, fueron las que presentaron

mayor actividad de colagenasa. El hecho de haber encontrado

subpoblaciones con actividad colagenolitica en las cepas

aisladas de pacientes asintomáticos sugiere que el mayor

porcentaje de trofozoitos provenientes de pacientes

asintcmàticcs probablemente sean cepas de E. histolytica

no-patogena, manteniendo un bajo nivel de las cepas

patogenas. De manera contraria las aisladas de pacientes

sintomaticos contienen un mayor porcentaje de trofozoitos

patógenos y un pequeño porcentaje de los no-patógenos.

Estudios futuros nos aclararan si la patogenicidad es

desarrollada dentro del huesped por un solo tipo de §L

histolgtica o si existen 2 tipos genéticos de E. histolytica

una patogena y otra no-patogena y si las condiciones del

huesped determinan cual de ellas crece preferentemente.



H.- CONCLUSIONES 

En base a los resultado& del presenta trabajo, podamos 

concluir: 

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

la patogenicidad de !k_ histolxtica en capas de cultivo 

polixénicos. 

2) .- 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 sugerirla dos tipos de Entamoeba las patógenas y 

las no-patógenas. 

3).- En trofozoitos de ~ histolytica proveniente& da 

cultivo polixénico se puede e•plear co•o •arcador de 

patogenicidad a la actividad de colagena&a. 
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H.- CÚNCLUSIUNE5

En base a los resultados del presente trabajo, podenos

concluir:

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

la patogenicidad de EL histolytica en cepas de cultivo

polixenicos.

2)." Que los trofosoitos de cultivos polixenicos 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 Egtgmggbì las patúgenas y

las no-petügenas.

3).- En trofosoitos de EL bistglxtica provenientes de

cultivo polinenico se puede enplear como marcador de

patogenicidad a la actividad de colagenasa.
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