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El tiempo ...
El tiempo pasa
El tiempo madura
El tiempo puede llegar a ser tu mayor adversario
o0 puede ser tu mayor complice
Hay que conocernos para llegar a controlarlo,
hacer que sea favorable y que tenga el mismo latido

que lenga nuestro corazon.

En ese momento podemos hacernos parte del tiempo ...
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Resumen

Las amibas presentes en el intestino del hombre pueden presentarse en una relacion
comensal sin producir lesion alguna o bien penetrar la mucosa intestinal e iniciar la amibiasis
invasiva. Se ha mencionado que durante la penetracion y destruccion de los tejidos por parte de
los trofozoitos de E. histolytica; 1a lamina basal y el tejido conectivo de la submucosa del intestino
son los que primariamente se ven afectados. Dado que la colagena es uno de los principales
componentes del tejido conectivo, la capacidad de los trofozoitos para destruir el tejido conectivo
de los 6rganos que afectan podria deberse, entre otros factores, a la produccién de enzimas con
actividad colagenolitica (Minor, 1980). Mufioz y col. (1982) investigaron la actividad
colagenolitica presente en trofozoitos de E. histolytica sobre peliculas de colagena, encontrando
una actividad de colagenasa en la membrana del parasito, la cual presenta una mayor actividad
sobre la colagena tipo 1. Adicionalmente, se ha detectado una mayor proporcion de estructuras
electron-densas en la membrana de amibas con diferente grado de virulencia y que guardan
relacién con la actividad colagenolitica que presentan (Martinez-Palomo y col., 1987). Gadashi y
Kessler (1983) encuentran que los niveles de colagenasa en amibas correlacionan con la virulencia
de diferentes cepas de este parasito; al igual que la capacidad para desarrollar abscesos hepaticos
en animales de laboratorio (Mufioz y col., 1984).

Se han propouesto algunos marcadores de patogenicidad que pudieran tener participacion
dentro de los mecanismos de agresion de las amibas. El analisis de los patrones isoenzimaticos es
uno de dichos marcadores; reportandose al momento un total de 22 zimodemos distintos, diez de
los cuales corresponden a personas con amibiasis invasiva y muchos de los cuales estin
representados en México (Sargeaunt y col., 1978, 1980a, 1982b; Blanc y col., 1989). En trabajos
experimentales, la caracterizacion isoenzimatica es uno de los métodos mas confiable para
distinguir entre amibas con capacidad patogénica de aquellas no patogenas (Sargeaunt y col,,
1980b; Mirelman y col., 1984; Martinez-Palomo, 1989) por lo que se convierte no solo en un
indicativo de la patogenicidad actual de alguna cepa, sino de su patogenicidad potencial.

El establecimiento de un diagnostico de la amibiasis intestinal es dificil, dada 1a gran
cantidad de portadores intestinales de quistes de E. histolytica aunado al empleo de métodos
convencionales de laboratorio; lo que hace de la identificacion certera un problema. Considerando
que el patron de zimodemos ha sido tomado como una herramienta para diferenciar el caracter
patogeno de diferentes aislados amibianos y que la actividad colagenolitica amibiana tiene una alta
correlacién con su virulencia; en este trabajo se determinaron los patrones isoenzimaticos y la
actividad colagenolitica presente en aislados amibianos procedentes de pacientes a fin de obtener
una relacion entre los tipos de zimodemos observados y la actividad de colagenasa determinada.
Se analizaron 23 cepas aisladas de pacientes diagnosticados como positivos para E. histolytica en
los hospitales Infantil y Juarez de la Cd. de México; de las cuales un 90% presentd un zimodemo
no patogeno. Sin embargo, del total de cepas aisladas el 26.1% presentd valores de actividad de
colagenasa similares a los encontrados para la cepa HM1:IMSS de E. histolytica; por lo que se
concluye que el potencial patogeno de las cepas examinadas puede estar mejor representado por
estudios de actividad colagenolitica.
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I Introduccion

Un aspecto fundamental dentro de la amibiasis es la comprensién del
mecanismo mediante el cual Entamoeba histolytica comienza la penetracién e
invasion del intestino de su hospedero. A lo largo de varios afios, se han realizado
numerosos estudios acerca de la actividad patogénica de este protozoario; pero aln se
desconocen de manera cierta los factores que la gobiernan.

Las infecciones intestinales amibianas en los seres humanos pueden
presentarse como una colonizacién del lumen intestinal, aunque pueden llegar a
invadir la mucosa del colon (Adams y Mac Lead, 1977), perforar la pared intestinal
(Jiménez, 1981) y llegar incluso a diseminarse al higado por via porta (Brandt y
Pérez-Tamayo, 1970; Sattar, 1979),

El empleo de modelos experimentales en células o tejidos y en animales ha
sido muy utilizado a efecto de poder determinar algunos factores propios del parasito
y de sus interacciones con su hospedero. Entre los modelos animales mas utilizados
para el estudio de las ulceraciones amibianas se encuentran cobayos (Carrera y Faust,
1949; Anaya Velazquez y col., 1985); ratones (Ray y Chatterjee, 1981); gerbos
(Chadee y Meerovich, 1985) y hamsteres; siendo estos dos ultimos animales en los
cuales las alteraciones ocasionadas por las amibas a nivel intestinal y hepatico son
mas semejantes a lo que ocurre en el hombre (Reinerston y Thompson, 1951;
Tanimoto y col., 1971; Ghadirian y Meerovich, 1979; Tsutsumi y col., 1984, 1986,
1988).

Dadas las caracteristicas clinicas y patologicas de la amibiasis, se sugiere la
participacion de enzimas con capacidad histolitica y/o citotéxica que pudieran estar
involucradas como factores de virulencia en el parasito. Hace varias décadas que en
este parasito ya se sospechaba la existencia de enzimas con capacidad proteolitica y
se proponia que la secrecion de ellas podria guardar alguna relacion con el
mecanismo de invasion por parte del parasito hacia los tejidos del hospedero (Neal,
1956). Son varios los trabajos en los cuales se detalla la actividad proteolitica o
citotoxica in vitro de extractos de E. histolytica hacia varios sustratos (Neal, 1960;
Jarumilinta y Maegraith, 1969; Bos y Van De Griend, 1977, Laushbaugh y col,,
1978;). Sin embargo, el analisis de estos factores no es suficiente para determinar si
el parasito puede resultar patogeno o no cuando éstos entran en relaciéon con su
hospedero. Experimentalmente se ha observado la interaccién de trofozoitos vivos
colocados sobre diversos sustratos, 1o que ha permitido correlacionar la virulencia de
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varias cepas amibianas con la actividad litica manifestada (Neal, 1960; Bos, 1979;
Lépez-Revilla y Said-Fernindez, 1980; Gadasi y Kessler, 1983; Gadasi y Kobiler,
1983; Muiioz y col., 1984; Orozco y col., 1985; Ravdin y col., 1985; Orozco y col.
1987).

Tomando como base las observaciones de Villarejos (1962), Vinayak y
Chitkara (1976), Ravdin y Guerrant (1982) y Martinez-Palomo y col. (1985), se
sugiere que los trofozoitos pueden ejercer su efecto destructivo sobre la mucosa
intestinal al menos por tres mecanismos: i) la interaccion inicial de las células
inflamatorias del hospedero con las amibas, ocasionando la lisis de las primeras lo
cual, a su vez, origina una liberacion extracelular de enzimas que pueden afectar a las
células epiteliales y a la matriz de la mucosa intestinal; ii) por contacto directo de
los trofozoitos con las células de la mucosa con la probable produccion de toxinas y
iti) por fagocitosis de células epiteliales normales o afectadas.

La liberacion de material proteolitico hacia la matriz intestinal, ya sea por
parte de polimorfonucleares dafiados por accion de las amibas o por parte de los
propios trofozoitos, involucra la participacion de enzimas capaces de degradar
componentes mayoritarios presentes en la lamina basal y la matriz extracelular del
intestino, como es la coldgena (Minor, 1980; Rojkind y Ponce-Noyola, 1982). Se ha
investigado la actividad colagenolitica presente en trofozoitos de E. histolytica sobre
peliculas de colagena, encontrando una actividad de colagenasa localizada en la
membrana plasmatica de los trofozoitos, la cual presenta una mayor actividad sobre la
coliagena tipo 1 (Mufioz y col, 1982). Asi mismo, se ha detectado una mayor
proporcidn de estructuras electrondensas en la membrana de amibas con diferente
grado de virulencia y que han sido relacionadas con la actividad colagenolitica que
presentan (Martinez-Palomo y col., 1987). Los niveles de la colagenasa han
correlacionado con la virulencia de diferentes cepas de E. histolytica, determinada
ésta como la capacidad para desarrollar abscesos hepaticos en animales de laboratorio
(Gadasi y Kessler, 1983; Muiioz y col., 1984).

A lo largo de varios afios se ha tratado de encontrar una explicacion al
comportamiento inusual de los trofozoitos, ya que suelen permanecer dentro de su
portador como comensales y raramente como agentes invasores. Existen algunas
propiedades de superficie que han permitido hacer una diferenciacion biolégica entre
cepas patégenas y no patdgenas. Asi, en amibas consideradas como patdgenas,
podemos observar un fenémeno de aglutinacién inducido por Concanavalina A
(Martinez-Palomo y col,, 1973; Das, 1977; Ghadirian y Meerovitch, 1984); una
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carencia de carga negativa de superficie a pH neutro (Trissl y col., 1977), y una
correlacioén entre el indice de lisis sobre células en cultivo y la virulencia de la cepa
(Ravdin y Guerrant, 1982); mientras que los trofozoitos no patégenos presentan un
comportamiento opuesto.

Se han propuesto algunos marcadores de patogenicidad que pudieran tener
participacion dentro de los mecanismos de agresion de las amibas. De estos
marcadores, la induccion de abscesos hepaticos en hamster (Mesocrisaetus auratus)
es uno de los criterios mas aceptados para comparar el poder patogénico encontrado
por diferentes cepas de amibas (Diamond y col., 1974; Tsutsumi y col., 1984). El
analisis de los patrones isoenzimaticos es otro marcador de la patogenicidad amibiana
y ha revelado 22 zimodemos distintos (Sargent y col., 1978, 1980a; Blanc D. y col.,
1989), muchos de los cuales estan representados en México (Sargeaunt y col., 1980b;
Sargeaunt y col., 1982a, Sargeaunt y col., 1982b). Diez de los 22 patrones se aislaron
de personas con amibiasis invasiva mientras que los restantes se obtuvieron a partir
de portadores asintomaticos. Los zimodemos II y XI son los tinicos que se han
asociado con amibiasis hepatica, y fueron aislados en México (Sargeaunt y col,
1982b). La caracterizacion isoenzimatica es el método mas confiable para distinguir
amibas patogenas y no patogenas (Martinez-Palomo, 1989); al ser un marcador mas
estable que la virulencia (Mirelman y col., 1984) y por lo tanto se convierte no solo
en un indicativo de la patogenicidad actual de alguna cepa, sino de su patogenicidad
potencial.

1.1 Biologia de Entamoeba histolytica

Las formas moviles o trofozoitos- de este pardsito miden de 10 a 40 um
presentando formas alargadas con lobopodios proyectandose en el entorno y un
uroide en la parte posterior. La membrana mide aproximadamente 10 nm de espesor
con filopodios escasos y cortos en su borde exterior y son demasiado fragiles ante
cambios en su entorno. Los trofozoitos carecen de un citoesqueleto bien definido o
microtibulos citoplasmaticos, no presentan un complejo de membranas semejante al
aparato de Golgi o al reticulo endoplasmico, no se han detectado mitocondrias ni un
sistema de lisosomas primarios o secundarios como en eucariontes (Wittner, 1968;
Motalvo y col., 1981; Weinbach y Diamond, 1974). La mayor parte del citoplasma
amibiano, visto en cortes, esta ocupada por vacuolas incluidas en la matriz
citoplasmica con diametro de 0.5 2 9.0 um. En lo que podria considerarse como los
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lisosomas amibianos, las enzimas liticas se encuentran como parte integral de la
membrana (Martinez-Palomo, 1982). Puede observarse una red de tibulos y vesiculas
semejante a lo que seria un reticulo endoplasmico liso. Algunos componentes
ribosomales se encuentran dispuestos en el citoplasma tanto de trofozoitos como de
quistes en forma de cuimulos helicoidales de aproximadamente 300 nm de longitud y
40 nm de diametro. Si bien es cierto que la division nuclear ocurre sin disolucion de
la membrana nuclear; practicamente se conoce muy poco acerca de la organizacion
estructural del nacleo. Los grupos helicoidales mencionados anteriormente forman
inclusiones citoplasmaticas conocidas como cuerpos cromidiales, cuya estructura tan
especial ain no tiene una explicacion funcional certera. Actualmente se desconoce el
origen y nimero exacto de cromosomas presentes en Entamoeba histolytica, pero se
han reportado de seis a nueve bandas de ADN, segin la técnica de electroforesis en
pulsos de campo gradiente (Reyes-Lopez, 1989; Valdez y col., 1989) y seis
cromosomas por microscopia de fluorescencia y de transmision electrénica (Argiiello
y col., 1992).

En areas donde se concentran componentes ricos en actina tales como canales
fagociticos y de macropinocitosis se ha observado material fibroglandular (Martinez-
Palomo y col. 1974). A diferencia de lo anterior, en el citoplasma nuclear de
trofozoitos en divisiébn se han detectado microtubulos (Martinez-Palomo, 1982;
Argiiello y col., 1992). Se sabe que la fuerza producida por los pseuddépodos
amibianos en el proceso de penetracion de una gota de liquido es suficiente para
permitirle al parasito abrirse paso entre las células epiteliales mediante la actividad de
los pseuddpodos (Smith y Meerovitch, 1982).

La adhesion de las amibas a los sustratos depende de mecanismos tanto
especificos como el reconocimiento amibas-célula blanco (Kobiler y Mirelman, 1980;
1981; Ravdin y col., 1984; Orozco y col., 1985); o bien inespecificos como es la
adhesion a sustratos inertes (Gillin y Diamond, 1978).

Acerca del proceso de enquistamiento de Entamoeba histolytica se sabe muy
poco. Los quistes son estructuras de resistencia, redondas o ligeramente ovaladas,
entre los 8 y 20 pm. La pared esta integrada por filamentos de quitina formando una
red compacta constituida por varias capas concéntricas con un grosor de 125 a 150
nm. Los nicleos pueden apreciarse facilmente al microscopio de luz en preparaciones
tefiidas con yodo (Chavez y col., 1978).

Los trofozoitos presentan un metabolismo aerobio facultativo, pues aunque
viven en ambientes con bajas tensiones de oxigeno, pueden sobrevivir en ambientes
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bien oxigenados (Bracha y Mirelman, 1984). Los carbohidratos son la principal
fuente de energia de estas amibas y se han encontrado enzimas glucoliticas poco
usuales (presentes s6lo en algunas bacterias); ademas de carecer de mitocondrias, de
citocromos y del ciclo de los ac. tricarboxilicos (Weinbach y Diamond, 1974). La
glucosa se degrada hasta piruvato mediante la via de Embden-Meyerhoff utilizando
pirofosfato inorganico en lugar del ATP en varios pasos de esta via produciendo
finalmente etanol y biéxido de carbono (Weinbach, 1981, Eubank y Reeves, 1982),
Se sugiere que la respiracién amibiana puede estar involucrada en la remocion de
oxigeno en ambientes con altas concentraciones de este gas, como son los drganos
que pueden llegar a invadir y que tienen muy buena irrigacion sanguinea; pero faltan
datos que apoyen esta hipdtesis (Weinbach, 1981).

1.2 Clasificacién

La clasificacion taxonémica de Entamoeba histolytica es la siguiente (Albach y
Booden, 1978; Guerrant, 1986):

Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina
Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea

Subclase Gymnamoebia
Orden Amoebida
Suborden Acantophodina
Familia Endamoebidae
Género Entamoeba
Especie Entamoeba histolytica

El género Entamoeba incluye varias especies de parasitos del hombre, cuya
clasificacion esta basada en el numero de nicleos presentes en los quistes maduros.
Para la especie E. coli se reportan ocho nucleos en los quistes; los quistes de E.
hartmanni y E. histolytica presentan cuatro niicleos; pero pueden ser diferenciados en
base a que los quistes de la primera miden menos de 10 pm. Para E. gingivalis no se
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ha reportado ninguna fase quistica (Neal, 1966). De este grupo de amibas, la especie
Entamoeba histolytica es la Gnica que representa un problema de salud importante
para el hombre. La cepa Laredo es una especie no patogena de Entamoeba ya que a
pesar de presentar cuatro nucleos como E. histolytica, carece de poder patdgeno,
puede sobrevivir a temperatura ambiente, presenta un patron isoenzimatico
caracteristico (Meraz y col., 1986), no es reconocida por un anticuerpo monoclonal
especifico para la especie de E. histolytica (Del Moro, 1987), no es reconocida por
una sonda molecular especifica (Bracha y col. 1990) y no presenta hibridizacion con
porciones de ARNr de E. histolytica (Bhattacharya, 1988).

Se han planteado algunas hipétesis para tratar de explicar el porqué algunos
trofozoitos de E. histolytica pueden comportarse como comensales dentro de su
portador o bien pueden presentar un comportamiento invasivo. Dichas propuestas
son:

a) E. histolytica comprende una sola especie de caracter invasivo cuyas
lesiones pueden desencadenar o no manifestaciones clinicas (Hoare, 1952; Elsdon,
1968).

b) E. histolytica esta formada por dos especies de amibas con la misma
morfologia pero de las cuales sélo una es patdgena (Brump, 1925).

c¢) Hay una sola especie de E. histolytica formada por un numero no
determinado de cepas diferentes, que pueden o no actuar como formas patogenas
(Mirelman y col., 1986).

Con respecto a la segunda de las anteriores hipétesis; los zimodemos han sido
empleados no sélo para obtener una clasificacion de diferentes especies del género
Entamoeba, sino que se han detectado subespecies amibianas dentro de la especie de
E. histolytica (Reeves y Bischoff, 1968; Sargeaunt y Williams, 1979).

Desde 1925, Brumpt postuld la existencia de dos especies de Entamoeba
histolytica morfolégicamente idénticas, pero una de ellas no patogena e incapaz de
causar enfermedad (E. dispar) y la otra con capacidad invasiva (E. dysenteriae) hacia
el humano. Adicionalmente al analisis de isoenzimas, esta hipotesis también
encuentra apoyo en los resultados de diversos trabajos en los que han empleado
sondas moleculares con el fin de determinar diferencias genotipicas entre cepas
patogenas y no patdgenas de E. histolytica (Garfinkel y col., 1989; Meraz y col.,
1989; Tannich y col., 1989; Bracha y col., 1990). Asi mismo, el empleo de diferentes
anticuerpos monoclonales actualmente ha podido distinguir entre cepas de Entamoeba
histolytica con zimodemo patigeno de aquellas con un patrén no invasivo (Strachan y
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col., 1988; Muiioz y col., 1990; Petri y col., 1990; Tachibana y col., 1990; Torian y
col., 1990). Las aportaciones de estas innovadoras estrategias podrian ofrecer bases
para un mejor entendimiento del nimero de especies existentes, mejores métodos de
diagnostico de la enfermedad y elementos para conseguir una inmunidad protectora.

1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica en el hombre comienza con la
ingestion de quistes maduros del parasito. Si las condiciones presentes en
microambientes del ileo bajo y del ciego son favorables, puede ocurrir el
desenquistamiento de los trofozoitos contenidos en cada quiste. Al desenquistarse, las
amibas adquieren movilidad, lo que les permite dispersarse y colonizar el intestino.
Cuando los trofozoitos llegan a la mucosa del colon, algunos se multiplican por fision
binaria y se establecen en tlceras en la mucosa; algunos otros son eliminados por las
heces pero mueren rapidamente en el exterior sin llegar a ser infectivos; y otros mas
se transforman en quistes (Martinez-Palomo y col., 1989). En el estado de prequiste,
el parasito es una forma mononucleada mas pequeiia que el trofozoito y poco después
aparecen las formas maduras de quistes que son tetranucleadas. Estas formas son mas
pequeiias que los trofozoitos (8-20 um) y se forman por dos divisiones sucesivas de
células mononucleadas. Cada uno de los cuatro nicleos resultantes se divide
nuevamente formando en total ocho nicleos hijos; los cuales después podran originar
ocho amibas mononucleadas (Martinez-Palomo y col., 1982). Los quistes estan
rodeados por una pared que les permite sobrevivir en condiciones ambientales
adversas que pueden presentarse fuera del hospedero como son medios con un pH
variable, condiciones de desecacion y cambios de temperatura. De esta manera, los
quistes se encuentran aptos para ser ingeridos por el hombre y completar el ciclo
(Stone, 1935; Brady y col., 1943; Chavez y col., 1978).

Ayudados de modelos animales de experimentacion se ha observado que en las
etapas iniciales de la amibiasis invasiva, la mayoria de los trofozoitos se encuentran
fijos a la delgada capa de moco intestinal (Martinez-Palomo, 1989). En etapas
posteriores. las amibas se unen a la superficie laminar de la mucosa sélo en algunas
regiones interglandulares, en donde aparentemente los parasitos penetran a través de
movimientos de los pseuddpodos (Tsutsumi y col., 1988). Las lesiones se extienden
lateralmente a lo largo de 1a mucosa y aunque la pared intestinal pudiera actuar como
barrera fisica, estas lesiones eventualmente se abren en puntos focales permitiéndoles
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a las amibas invadir la submucosa (Martinez-Palomo y col., 1989). En estos sitios se
ha demostrado la conglomeracién y lisis de numerosos polimorfonucleares alrededor
de las amibas; por lo que se postula que la lisis de polimorfonucleares ocasionada por
la presencia de los parasitos puede participar en el desarrollo de las lesiones
intestinales amibianas, en combinacién con fenémenos de dafio y/o fagocitosis de
células epiteliales por parte de los trofozoitos y procesos de liberacion de potentes
enzimas que degraden componentes de la matriz extracelular (Tsutsumi y col., 1988).

1.4 Epidemiologia y diagnéstico

La edad de las personas con la mas alta incidencia de infeccién y
sintomatologia clinica amibiana en México, se encuentra entre los veinticinco y
cuarenta y cuatro afios; aunque esto no excluye a que personas de cualquier edad
estén expuestas a contraer esta infeccién. La manera en la cual los quistes de E.
histolytica pasan de una persona infectada a un individuo susceptible a contraer la
enfermedad, muy frecuentemente depende del nivel de desarrollo econémico y de las
practicas de higiene llevadas en algunas regiones; asi como de la naturaleza de los
alimentos ingeridos, ya que las dietas incompletas o ricas en carbohidratos pueden ser
factores que predispongan al establecimiento del parasito en el ser humano
(Sepilveda y Trevifio-Garcia, 1989). Por lo anterior, la amibiasis adquiere una
particular importancia sanitaria en paises en desarrollo. En México se reportaron
4,335 casos de abscesos hepaticos amibianos para el afio de 1990 (Boletin Mensual
Epidemioclogia, Julio 1991); no obstante hay que considerar que la incidencia de
abscesos de esta indole no siempre refleja la frecuencia de la ocurrencia de la
enfermedad a nivel intestinal. De hecho, la mayoria de las personas infectadas por
amibas son portadores sanos de este parasito. Estas circunstancias facilitan una
rapida propagacion del parasito aumentando también las posibilidades de reinfeccion;
lo que contribuye al mantenimiento del caracter endémico de la amibiasis invasiva en
algunas poblaciones (Sepulveda, 1982).

La frecuencia de la amibiasis intestinal no es un buen indice para estimar la
incidencia de la enfermedad amibiana debido a la inespecificidad de los sintomas. En
cambio, la frecuencia del absceso hepatico amibiano es una medida confiable de la
morbilidad, debido a que las lesiones pueden identificarse con mayor facilidad y
certeza (Sepulveda y Trevifio-Garcia, 1989).

En 1984 se estimé un total de 500 millones de personas en el mundo infectadas
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por E. histolytica, de las cuales en 40 millones se desarrollé alguna complicacién de
colitis o absceso extraintestinal, ocasionando 40,000 muertes (Walsh, 1988). Sin
embargo, poco mas del 90% de los individuos infectados generalmente son
asintomaticos, cuya prevalencia puede ser un indicador de la magnitud de la infeccion
y transmision del parasito en un medio dado, pero que no reflejan la prevalencia de lo
que se considera como amibiasis invasora (W.H.O. Scientific Working Group, 1980;
Sepilveda, 1982).

La condicion clinica mas comun de la colitis amibiana es una diarrea intensa
acompaiiada por dolores abdominales y tenesmo. Puede presentarse sangre en las
heces o moco sanguinolento. Después de una diarrea inicial puede desencadenarse
una infeccion intestinal cronica, en cuyos casos la diarrea y la disenteria se ven
interrumpidos por periodos de constipacién y malestar estomacal ligero. Las personas
que han desarrollado un absceso hepatico amibiano pueden manifestar dolor sobre el
hipocondrio derecho y una gran sensibilidad al contacto en el area del higado. En
algunos casos se presenta un edema sobre las costillas y en abscesos muy grandes se
puede observar una protuberancia en el subcostado derecho o en el area epigastrica
(Brandt y Tamayo, 1970).

Clinicamente, hay cuatro tipos diferenciables de amibiasis intestinal: a)
disenteria o diarrea sanguinolenta, b) colitis fulminante c) apendicitis amibiana y d)
ameboma del colon (Guarner, 1989).

a) Los sindromes diarreico y disentérico representan el 90% de los casos
de amibiasis intestinal invasora. La disenteria se caracteriza por un promedio de tres a
cinco evacuaciones muco-sanguinolentas al dia, con dolor célico leve que precede a
la evacuacion, y tenesmo rectal (Adams y MacLeod, 1977). La evolucion clinica de
ambos malestares es moderada y los sintomas desaparecen rapidamente con el
tratamiento.

b) Las lesiones que se presentan en la colitis fulminante son del tipo de
las ulceras necroticas en grandes areas del colon. Hay de 20 6 mas evacuaciones en
24 h, consistentes de materia fecal con sangre o sélo sangre. Puede presentarse dolor
abdominal generalizado, anorexia, nausea, fiebre alta y la evolucién clinica es rapida.
Las llceras que se presentan son grandes, confluentes y de apariencia necrética en un
examen endoscopico (Sepilveda y Trevifio-Garcia, 1989).

¢) Los amebomas son lesiones cuya formacion esta asociada con
necrosis, inflamacién y edema de la mucosa y submucosa del colon. Entre la
sintomatologia puede presentarse la diarrea sanguinolenta, el dolor abdominal y una
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masa palpable en la region abdominal. Puede presentarse una perforacion del colon
con peritonitis aguda (Sepulveda y Trevifio-Garcia, 1989),

Adicionalmente a estas manifestaciones clinicas en el paciente, para el
diagnéstico de la amibiasis invasora intestinal se puede practicar un examen
microscopico de evacuaciones o de muestras del moco sanguinolento, para identificar
trofozoitos moviles del parasito. Los examenes de rectosigmoidoscopia vy
colonoscopia se recomiendan para denotar lesiones caracteristicas en estas regiones
(Sepulveda y Trevifio-Garcia, 1989).

Dentro de los tipos de amibiasis extraintestinal, el absceso hepatico es el de
mayor importancia dada su frecuencia. El cuadro clinico caracteristico puede ser un
inicio repentino, con dolor en la region hepatica y el hipocondrio derecho, irradiado
al hombro derecho y/o a la regién escapular. La fiebre puede oscilar entre los 38°y
40°C. Se presenta hepatomegalia dolorosa, detectable por radiologia como un absceso
en la parte superior del organo. Puede hallarse una ictericia pronunciada en caso de
abscesos multiples (Landa y col., 1974), asi como una leucocitosis (12,000 - 30,000
células/mm?3), cifras altas de fosfatasa alcalina y de bilirrubina directa (Sepulveda y
Trevifio-Garcia, 1989).

El estudio por gammagrafia asegura la existencia de un absceso hepatico
amibiano agudo y lo diferencia de tumores malignos. El wultrasonido tiene una
eficacia del 90% para detectar abscesos hepaticos y, debido a su naturaleza, se puede
practicar cuantas veces se requiera (Sepulveda y Trevifio-Garcia, 1989). La
tomografia axial por computadora es el método de diagnostico mas preciso pero es el
mds costoso (Katzenstein y col., 1982).

1.5 Métodos serolégicos de diagnéstico

Existen diferentes métodos serologicos que detectan  anticuerpos
antiamibianos, entre los cuales se encuentra:

Hemoaglutinacion indirecta.- es una técnica de gran sensibilidad y
especificidad, capaz de detectar anticuerpos que pueden estar presentes muchos afios
después de una infeccién amibiana; por lo que se puede usar para estudios endémicos
de la enfermedad en una poblacion. No requiere de equipos muy sofisticados para su
realizacion (Krupp y Powell, 1971; Kagan, 1976; Hartmann, 1980; Robert y col.,
1990).
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Contrainmunoelectroforesis.- es una técnica muy sensible, rapida y sencilla
que detecta anticuerpos que resultan de una amibiasis invasiva reciente (Sepilveda y
col., 1982).

Aglutinacién con latex.- es un método sensible y especifico, capaz de detectar
infecciones persistentes, es sencillo y requiere poco material (Morris y col., 1970).
Una modificacién a este método es reportada por Robert y col. (1990), la cual ayuda
a diferenciar pacientes con amibiasis hepatica de casos de amibiasis intestinal y de
trastornos no amibianos. Se aumenta la sensibilidad (98%), especificidad (96%) y
rapidez (5 min).

Inmunoflurescencia Indirecta.- es sumamente sensible y especifica para la
identificacion de anticuerpos de tipo IgG o IgM contra E. histolytica (Ambroise-
Thomas y K. Truong, 1972; Ray y col., 1974), pero su automatizacion no es factible
(Stamm y col., 1976).

Analisis Inmunoenzimatico (ELISA).- técnica ampliamente usada, de suma
sensibilidad y precision, facil de realizar y automatizar con fines de aplicacion en
laboratorios de analisis, capaz de diferenciar infecciones antiguas y recientes (Bos y
col., 1976; Kagan, 1976, Gahndi, 1987; Sharma y col., 1988; Muiioz y col., 1990).

1.6 Tratamiento

A lo largo de mas de cinco décadas se han propuesto diferentes drogas
farmacologicas con el fin de destruir a las amibas en el lumen intestinal, de prevenir
su dispersion hacia otros tejidos, de matar a los parasitos presentes en los tejidos que
invaden, de controlar los sintomas y de erradicar la amibiasis invasiva. Dentro de
dichos medicamentos se pueden mencionar algunos que no pueden seguir
administrandose debido a su indisponibilidad, toxicidad o reincidencia de la
enfermedad después de la terapia. Algunos de ellos son:

8-hidroxiquinolinas.- son compuestos sumamente téxicos de efecto luminal,
administrados a pacientes asintomaticos portadores de quistes. Se puede desarrollar
neuritis optica o ceguera como efecto secundario (Oakley, 1973, Medd. Lett. Drugs
Ther., 1974. Pittman y col., 1974). La furunculosis generalizada, fiebre y prurito anal
también son efectos colaterales. Actualmente solo puede ser obtenida bajo pedido a
los Laboratorios Searle.

Furoato de diloxanida.- recomendada para portadores asintomaticos, cuyo
tratamiento puede repetirse en caso de reincidencia de quistes. Como efectos
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secundarios se presentan molestias gastrointestinales. Disponible sélo bajo pedido a
Center for Disease Control (Wolfe, 1973).

Emetina.- combate mejor a las formas moviles del parasito que a los quistes.
Su prevalencia en el organismo es muy duradera, por lo que un segundo tratamiento
debe intentarse transcurridas seis semanas. Tiene efectos toxicos cardiovasculares
(Schwartz y Herrero, 1965) e inhibe la sintesis de proteinas (Huang y Grollman,
1970). La Dehidroemetina es un analogo menos toxico, pero igualmente no debe
administrarse durante el embarazo, ni a pacientes con ftranstornos renales o
cardiovasculares (Guarner, 1989).

Fosfato de cloroquina.- se recomienda cuando el uso de emetina no es
satisfactorio, especialmente en casos de absceso hepatico o pulmonar. Debe
emplearse junto con un amebicida luminal ya que es de rapida absorcién intestinal.
Como efectos colaterales por uso prolongado se puede presentar alopecia, discracia
sanguinea, neuromiopatia, alteraciones auditivas y visuales. Puede ocasionar defectos
congénitos (Guarner, 1989; Hart y Nautan, 1964).

Sulfato de paramomicina.- es un antibidtico con efecto directo sobre las amibas
(Thompson y col., 1959). Recomendado en casos leves de amibiasis intestinal.
Pueden presentarse malestares gastrointestinales ya que también actia sobre bacterias
patégenas y no patégenas de la flora intestinal (Simon y col., 1967).

Metronidazol.- compuesto de mayor uso actual con accion intestinal y
extraintestinal sobre los trofozoitos. Existen varios nitroimidazoles con estructura y
actividad muy semejantes a la del metronidazol (tinidazol, flunidazol, ronidazol,
dimetridazol y satranidazol). Al parecer pueden presentarse tratamientos efectivos
con una sola dosis del compuesto, aunque es recomendable seguir un tratamiento de 5
a 10 dias de administracion del farmaco (Guarner, 1989). Pueden presentarse
malestares gastrointestinales, sabor metalico en la boca, y complicaciones si se
ingieren bebidas alcohélicas durante su administracién (Gupta y col.,, 1970). Este
compuesto puede atravesar la barrera placentaria, tiene propiedades mutagénicas en
bacterias y carcinogénicas en animales de experimentacién (Rustia y Shubick, 1972);
por lo que su empleo debe ser bajo estricta supervisiéon médica (Voogd y col., 1974;
Med. Lett. Drugs Ther. 1975).
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1.7 Planteamiento del problema

El establecimiento de un diagndstico de la amibiasis intestinal es dificil, dados
los numerosos portadores intestinales de quistes de Entamoeba histolytica. En
pacientes con disenteria amibiana y trofozoitos motiles en las heces, el diagnéstico no
es dificil; pero tratindose de casos menos obvios es necesario que las heces
colectadas sean sometidas a tratamientos especiales para evidenciar al parasito como
es el examen directo al microscopio, técnicas de flotacion o de tincion (Sawitz y
Faust, 1942; Stamm, 1957). Son pocas las personas verdaderamente entrenadas y
capaces de poder identificar protozoarios intestinales y entre ellos a £. histolytica.
Particularmente en algunos laboratorios clinicos y centros de salud de México, parece
existir poco o ningun interés por parte del personal encargado de los analisis
coproparasitoscopicos, hacia la identificacion de estas amibas; lo que hace de la
identificacion certera un problema mas dificil que puede llegar incluso a que se
pasen inadvertidos casos positivos de E. histolytica en las muestras; o que se
administren drogas potencialmente téxicas al paciente cuando se le diagnostica
equivocadamente la presencia de amibas en su muestra. Por otra parte, la presencia de
quistes de este parasito en las muestras fecales, no es evidencia sufuciente de que el
paciente examinado presente amibiasis invasiva o que es portador sin sintomas de la
enfermedad.

Pese a la mayor proporcion de portadores asintomaticos de Entamoeba
histolytica, existe un porcentaje importante de personas infectadas por este parésito
en los que se puede desarrollar una amibiasis invasiva expresada como lesiones
intestinales o abscesos hepaticos principalmente. Por esta razon se debe prestar
mucha atencién en el disefio de estrategias encaminadas a una caracterizacion
adecuada de los portadores de este parasito con el fin de detectar y controlar a
aquellos pacientes en los que potencialmente se puedan desarrollar complicaciones
clinicas; con lo cual a las personas que presenten amibas comensales se les pueda
aplicar un tratamiento diferente (Lancet, 1985),

Se ha mencionado que dentro de los marcadores de patogenicidad que
actualmente son considerados, el patron de zimodemos ha sido tomado como una
herramienta epidemiologica estandar capaz de diferenciar el caracter patégeno o no
patogeno de diferentes aislados amibianos. Por otra parte, se ha reportado que la
actividad colagenolitica presente en cepas patogenas de este parasito tiene una alta
correlacion con la virulencia que manifiestan (Mufioz y col. 1984). Asi mismo, se ha
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determinado dicha actividad en cultivos polixénicos de E. histolytica encontrando que
esta relacionada con la patogenicidad presente en las cepas analizadas (Magos y col.,
1989).

1.8 Objetivos
En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo fue la
caracterizacion de trofozoitos de Entamoeba histolytica en aislados a partir de

pacientes mediante la determinacion de su patron isoenzimatico y comprobar su grado
de virulencia por la evaluacion de la actividad colagenolitica.

Los objetivos particulares que se cubrieron fueron:

;) Determinar los patrones isoenzimaticos de los trofozoitos

aislados a partir de pacientes.

x)  Evaluar la actividad colagenolitica presente en los trofozoitos
aislados.

@) Obtener una relacion entre los tipos de zimodemos observados y
la actividad colagenolitica determinada.
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I Materiales y medios de cultivo
2.1 Origen de los reactivos

Baker Analized
Ac. acético, Ac. citrico, Ac. clorhidrico, Ac. lactico, Acetona, Azul de bromotimol,
Cloruro de potasio, Cloruro de magnesio, Cloruro de sodio, Etanol absoluto, Fosfato
de postasio monobasico, Fosfato de potasio dibasico, Hidroxido de sodio,
Isopropanol, Metanol, Sulfato de amonio, Sulfato de magnesio.

Bio-Rad
Persulfato de amonio, TEMED.

Bioxon
Agar bacteriologico, Peptona de biotriptasa.

Hy-Clone
Suero fetal de bovino.

Serva Fine Biochem.
Acrilamida, bis-acrilamida.

Sigma Chemical Co.
Ac. g-aminocaproico, L (+), Ac. maleico, Ac. L (-) malico, Ac. ascorbico, Albamina
de suero de bovino, ATP, Azul de Coomassie, Biftalato de potasio, L-Cisteina,
Citrato férrico, Cloruro de calcio, DL-Ditiotreitol, EDTA, D-Fructosa 6-fosfato,
Glicina, a-D Glucosa 1-fosfato, Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, Glutaraldehido,
MTT, NADP, Percoll, Pepsina, PMSF, Rojo de sirio, Sacarosa, Trizma base.

Thomas Scientific
Membranas de didlisis, papel indicador de pH.
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2.2 Preparacién de medios de cultivo y de soluciones

2.2.1 Cultivo axénico de Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS

El medio de cultivo empleado fue el TYI-S-33 adicionado con suero de bovino
al 10% inactivado, mas vitaminas (Diamond, 1982).

El suero de bovino se descomplemento colocandolo en un bafio metabdlico (Blue
M) a 56°C por 30 min, afiadiendo 20 ml de la solucion de vitaminas de Diamond por
cada 100 ml de suero inactivado.

El cultivo y crecimiento de Entamoeba histolytica en condiciones axénicas se
llevo a cabo en esterilidad, colocando indculos de 250 pl de amibas a partir de un
tubo confluente de la misma cepa en tubos de ensaye de 16 X 120 mm con tapén de
rosca, a los cuales se les adicionaron previamente 10 ml de medio TYI-S-33
complementado con suero. Después de 48 h de incubacion a 37°C, se selecciond un
tubo con crecimiento confluente de las amibas, se colocé en un baiio de hielo por 10
min para despegar las células de las paredes y se agité suavemente para que se
resuspendieran homogéneamente. Esta suspension se centrifugé a 1,200 rpm por 5
min, la pastilla se resuspendio en 25 ml de PBS 1X pH 7.4 y se hizo un conteo en una
cdmara de Newbauer, utilizando un microscopio invertido (Zeiss Invertoscop D).
Cuando sélo se hizo resiembra de las cepas, se siguid el mismo procedimiento
haciendo cambios a medio fresco cada 72 h.

2.2.2. Medios para la germinacion de quistes de E. histolytica

Las cepas polixénicas que en este estudio se procesaron fueron proporcionadas
por la Bidl. Ma. de los Santos Campos como parte de un proyecto adicional llevado
simultaneamente en el laboratorio; pero se expone brevemente la metodologia
requerida. El medio empleado para germinar quistes fue el medio de Robinson (1968)
el cual consta de dos fases; una sdlida de agar al 1.5% adicionado con NaCl al 0.7%,
y una fase liquida formada por el medio BRS. El medio BRS requirié la preparacion
de varias soluciones como son:

A.- Medio definido "R" para Escherichia coli cepa B
1) Solucion 10 X

Ac. citrico monohidratado 500 g
Ac. lactico 90.08% 100.0 ml
Cloruro de sodio 1250 g



Fosfato monobésico de potasio 125 g
Sulfato de amonio 25.0 g
Sulfato de magnesio heptahidratado 1.25 g

Estos reactivos se disolvieron y se afor6 a 2.5 | con agua desionizada. Se
distribuy6é en matraces de 250 ml y se almacenaron a 4°C.
ii) Solucion de trabajo 1 X
Se tomaron 50 ml del medio "R" 10 X, se les agregaron 1.25 ml de azul de
bromotimol al 0.04 %, se ajusté el pH a 7.0 (Corning) con NaOH al 40% y se aford a
450 ml. La solucion se esterilizé a 15 libras/pulgada? por 20 min y se almaceno a
4°C.

B.- Medio basal "BR"

Se prepararon 125 ml de medio "R" en matraces Erlenmeyer de 250 ml
adicionados con 2 ml de un cultivo de Escherichia coli cepa B. Los matraces se
colocaron en un agitador (New Bronswick 25) por toda una noche y se almacenaron a
4°C. Antes de utilizar este medio, se procuré que el pH de la solucion no excediera
de 7.3.

C.- Medio completo "BRS"
Se mezclaron volamenes iguales de suero de bovino descomplementado y de
Medio "BR", almacenando a 4°C.

D.- Biftalato de potasio 10 X

Se agregaron 51 g de biftalato de potasio a 460 ml de agua desionizada (disuelto
con NaOH al 40%). El pH se ajusté a 6.3 con NaOH 10 N y se aford a 500 ml. La
solucion se esterilizé bajo las condiciones mencionadas y se distribuyeron 10 ml en
tubos de 15 X 150 mm estériles, almacenando a 4°C.

Solucidn de trabajo 1 X

Se preparé diluyendo la solucién concentrada de biftalato con agua desionizada
estéril y se almacen6 a 4°C.

2.2.2.1. Germinacién de quistes y aislamiento de trofozoitos a partir de heces
Aislamiento primario: Se adicionaron aproximadamente 50 mg de heces frescas
sin tratamiento previo alguno, a matraces Erlenmeyer de 25 ml con medio de
17



Robinson, aproximadamente 10 mg de almidén de arroz estéril, dos gotas de
antibi6tico (penicilina-estreptomicina) y 5 ml de medio "BR". Este resuspendido se
incubd a 37°C por 48 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se hizo una revision de las muestras en
un microscopio estandar (Olympus BH-2) de las muestras; conservando aquellas que
resultaron positivas para E. histolytica (segin descripciones dadas por De la Torre
M., comunicaciéon personal). Se eliminé el sobrenadante agregando nuevamente
almidén de arroz, 2 gotas de la solucién patron de antibiéticos, 5 gotas de
bactopeptona al 20%, 3 ml de biftalato 1X y 0.5 ml de medio "BRS".

Mantenimiento: El mantenimiento de aquellas cepas amibianas que
desenquistaron se realizé por adicién de medio fresco al matraz o transfiriendo las
células a nuevos matraces con este mismo medio cada 48 h y manteniéndolos a 37°C;
o bien, transfiriendo las células al medio de Boeck y Drobhlav modificado por De la
Torre (1970), el cual consiste de una fase sélida de huevo coagulado y sangre humana
(5 ml/huevo); y una fase liquida formada por solucién Ringer pH 7.0, realizando las
resiembras como se indico anteriormente.
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III METODOS
3.1.- Obtencién de los extractos amibianos (Mathews y col., 1983)

Las células se cosecharon por centrifugacion una vez alcanzada la fase logaritmica
(48 h) en el medio adecuado. Las cepas axénicas se mantuvieron en medio TYI-S-33,
mientras que aquellas provenientes de cultivos mixtos se preservaron en medio de
Robinson.

i).- Los tubos de las cepas axénicas (HM1:IMSS y Laredo) se colocaron en hielo
por 10 min revisando que las células se hubieran despegado de las paredes y se
centrifugé a 1,200 rpm por 5 min,

ii).- Si las células provenian de un cultivo mixto, la fase liquida del medio de
Robinson se propulsé suavemente contra la fase solida del medio para despegar las
células. Este resuspendido se centrifugé a 1,200 rpm realizando tres lavados con PBS
pH 7.4, a fin de retirar la mayor cantidad posible de bacterias y desperdicios del
medio. Del altimo lavado se tomo el sobrenadante para utilizarse como control
bacteriano en la electroforesis.

Las pastillas obtenidas fueron transferidas a tubos eppendorf y centrifugadas a
1,200 rpm por 5 min para el caso de amibas axénicas o mixtas; y para obtener las
pastillas bacterianas, el sobrenadante obtenido se centrifugo a 5,000 rpm por 15 min.
Tanto a las pastillas amibianas como a las bacterianas, se les adicioné un volumen de
amortiguador de lisis (Ditiotreitol 10 mM, EDTA 10 mM y Ac. e-amino caproico 10
mM) similar al volumen de la pastilla.

Las células se rompieron haciendo cuatro ciclos de congelacion-descongelacion,
colocando los eppendorf en etanol-acetona (2:1) y luego en agua a 37°C. Se tomd una
muestra (15 pl) de cada extracto, se le determind concentracion de proteina
(Bradford, 1976) y al resto se le adicionaron 20 ul de sacarosa al 70% por cada 50 ul
de muestra. Los extractos se guardaron en un congelador a -75°C (Queue Systems)
hasta el momento de usarse.

3.1.2 Electroforesis de extractos amibianos (Meza y col., 1986)

Se prepararon geles de acrilamida en gradiente del 3 al 7% con bisacrilamida al
0.8%, TEMED al 0.084% y persulfato de amonio al 0.125%, en amortiguador
Tris-NaOH 0.015 M, 4c. maleico 0.015 M, MgCl, 0.0032 M, EDTA 0.015 M pH 7.4,
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en condiciones no desnaturalizantes (sin SDS ni inhibidores de proteasas). El gel
concentrador se formé con acrilamida al 2.5 %, bisacrilamida al 0.095% y sacarosa al
50% en el mismo amortiguador. Los geles se precorrieron a 45 V por 20 min en
amortiguador de corrida (Tris-NaOH 0.1 M, ac. maleico 0.1 M, MgCl, 0.021 M,
EDTA 0.001 M). Transcurrido el tiempo de precorrida, en cada pozo se coloco el
volumen de muestra necesario para cada una de las enzimas reveladas (25-50 pl). Las
muestras se corrieron a 180 V durante 5 h en el mismo amortiguador, empleando una
unidad vertical de electroforesis (LKB 2001) mantenida en refrigeracién a 4°C
durante la corrida, para que la temperatura dentro de la camara no excediera los 10°C.

Una vez terminada la electroferesis y dependiendo de la enzima a determinar
(Tabla 1), el gel se transfirié a un refractario con la solucion sustrato-reveladora para
cada enzima (Tabla 2) y se dejo en incubacion con agitacion leve (Bellco) a 37°C
entre 15 y 45 min (Mathews y col., 1983). Se enjuagé con agua desionizada y los
geles se fijaron con 4c. acético al 7% (v/v), se secaron y se les tomé fotografia.

Tabla 1. Sistema enzimdtico utilizade para la determinacién del patrén
isoenzimdtico (Mathews y col., 1983)

Miélica (MA) E.C.1.1.1.40.
Hexocinasa (HK) E.C.2.7.1.1.
Fosfoglucomutasa (PGM) EC.2.7.5.1:
Glucosa fosfato isomerasa (GPI) E.C.5.3.1.9.
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Tabla 2.- Composicién de la solucién sustrato-reveladora para las isoenzimas

determinadas.
Enzima Cantidad (pl) de: ATP Sustrato |5 mlde | MgCl,
(mg) TrisIM| 0.1 M
NADP | MTT| PMS |Gluc-6-P a pH: (ml)
a b ¢ |deshidrog.
d
Ma 312 270{ 250 - -- Ac. malico| 7.4 5
3 mM¢
0.15 ml
Hk 375 324 250 960 72 Glucosa 7.4 3.8
95 mg
PGM 156 270 250 400 - Gluc-1-P 74 5
100 mg
GP1 156 135] 250 200 - Fruc-6-P 8.0 5
18 mg

Las soluciones fueron mezcladas y se adicionaron los reactivos indicados en

cada caso, aforando a 50 ml con agua desionizada.

a -tomados a partir de una solucion con 0.032 g/ml de agua.
b -tomados a partir de una solucion con 0.037 g/ml de agua.

¢.-tomados a partir de una solucion con 0.008 g/ml de agua.
d -tomados a partir de una solucion con 0.847 mg/ml de agua.
¢.-tomados a partir de una solucion 0.1 M pH 7.0,
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3.2 Extraccion de coligena (Rojkind y col., 1979)

En el método seguido se lavé una placenta de humano con agua hasta eliminar
la sangre superficial, se corté en trozos pequefios, se homogenizaron en frio
colocandolos en 500 ml de ac. acético 0.25 M + pepsina (0.25 mg/ml) y se dejaron en
agitacion a 4°C por 24 h. Esta mezcla se centrifugé a 4°C a 4,500 rpm (Sorvall
RC-5B rotor GS3) por 2 h, se decanté el sobrenadante claro, se neutralizé con NaOH
1 M y se almacen6 a 4°C. Al sedimento se le agregé nuevamente pepsina a igual
concentracion y se siguidé el mismo procedimiento hasta completar tres ciclos de
digestion.

Los sobrenadantes se juntaron y se dializaron contra Tris-HC1 0.05 M pH 7.3 +
NaCl 0.45 M durante 24 h a 4°C. El dializado resultante se centrifugd en las mismas
condiciones, decantando y neutralizando el sobrenadante con NaOH 1 M, después se
dializ6 contra Tris-HCI 0.05 M pH 7.3 + NaCl 1.7 M a 4°C por 24 h y se volvié a
centrifugar a 4,500 rpm por 2 h a 4°C. El sobrenadante nuevamente se neutralizé y se
dializ6 contra Tris-HC! 0.05 M pH 7.3 + NaCl 2.5 M durante 24 h a 4°C; se
centrifugd en las mismas condiciones y la pastilla resultante (colagena tipo I) se
disolvié en un volumen pequefio de 4c. acético 0.25 M. Esta solucién se liofilizo
(Virtis 10146), se repartio en frascos de poca capacidad y se almacené a -20°C.

3.2.1 PAGE-SDS al 7.5% (Laemmli, 1970)

La pureza de la colagena tipo I extraida se comprobd mediante geles de
poliacrilamida al 7.5%-SDS colocando diferentes muestras en los pozos del gel
(marcadores de peso molecular, colagena tipo I, colagena tipo I comercial y gelatina)
empleando una camara de electroforesis (Bio-Rad HTLV III). El gel concentrador se
corrid a 15 mA y el separador a 25 mA. Transcurrida la corrida electroforética, el gel
se tifio toda la noche con azul de Coomassie y al dia siguiente se destiiié 1 h con
metanol:agua:ac. acético (4:4:1); se secé y se le tomo fotografia (Fig. 1). Las bandas
resultantes coinciden con las reportadas para la colagena tipo I (Muiloz y col., 1982;
Gadasi y Kessler, 1983; Rosales y Rojkind, 1987).
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Fig. 1.- Patr6n electroforético de coldgena tipo I en gel de acrilamida-
SDS al 7.5%. (1).- marcadores de peso molecular. (2).- 30 pg coldgena
tipo I neutralizada extraida de placenta. (3).- 30 ug de coldgena tipo I
(Sigma). (4).- 30 ug de gelatina (Sigma). En el caso de gelatina se
observaron bandas de menor peso molecular que no se encontraban en los
carriles de coldgena.
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3.3 Actividad de Colagenasa (Muiioz y col., 1990)

Para determinar la actividad colagenolitica, se disolvieron 3 mg de colagena tipo I
en 1 ml de 4c. acético 0.25 M y se dializ6 2 h a 4°C contra Tris 0.5 M pH 7.2. Se
colocaron 20 pl de esta solucion a cada pozo de una caja de 96 pozos (Falcon), la
cual se dejo 1 h a 37°C para la polimerizacion de la pelicula de colagena y 24 h bajo
luz UV para su esterilizacion. A los pozos asi preparados se afiadieron 175 pl de
medio modificado (medio TYI-S8-33 sin suero, sin cisteina y sin vitaminas) si en ellos
se colocarian trofozoitos axénicos (5 X 104 células/25 pl); o bien 100 pl de Ringer +
75 pl de biftalato de potasio para el caso de amibas provenientes de cultivos mixtos
(5 X 104 células/25 pul). e

Las cajas se sellaron con papel 'adherente y se incubaron por 16 h a 37°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, el medio se quité cuidadosamente por succién
con vacio y los pozos se lavaron varias veces con biftalato de potasio frio. Cada pozo
se fij6 con 200 ul de glutaraldehido al 2.5% en PBS durante 1 h y después se lavo dos
veces con glicina 0.1% y dos veces con Tris-HC] 0.05 M pH 7.2. La tincién de la
coldgena residual en los pozos se hizo afiadiendo 150 pl de rojo de sirio al 1% (en 4c.
picrico saturado) a cada pozo y se dejé 1 h en agitacién suave. Después de este
tiempo, los pozos se lavaron tres veces o mas con HC1 0.1 N para quitar el exceso de
colorante.

El rojo de sirio se eluyo afiadiendo 200 pl de metanol-NaOH 0.01% (1:1) y se
dejo 1 h en agitacion, al término de la cual se tomaron 100 pl de cada pozo, y se
adicionaron a eppendorf con 900 ul de agua desionizada para hacer el registro de
absorbancias en un espectofotometro (Spectronic 1001). La cantidad de colagena
residual en los pozos se determiné extrapolando los valores de elucién sobre una
curva estindar (Junqueira y col. 1979).

3.4 Curva patrén de coligena

Una vez conocida la concentracion de proteina por mg del material liofilizado de
colagena (0.756 pg), se colocaron volimenes variables de la coligena disuelta y
neutralizada como se describié previamente, a fin de tener de O hasta 70 ug de
proteina en los pozos. Una vez efectuada la polimerizacién y tincién de la colagena
como se describio, se eluyo el colorante y se graficé la concentracién de proteina en

los pozos contra la absorbancia registrada (Fig. 2).
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Fig. 2.- Curva estdndar de la concentracién de coldgena. En ella se
determiné la cantidad de coldgena residual en los pozos después de haber
incubado las cepas amibianas sobre peliculas con 60 ug de proteina/pozo.

El cdlculo se hizo por extrapolacién de los valores de absorbancia
registrados.
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3.5 Separacién de amibas de cultivos polixénicos en gradientes de percoll (Avron
y col., 1983)

Las amibas con 48 h de incubacién se despegaron del medio por propulsién
suave del mismo medio sobre las paredes del matraz y el sustrato de agar ayudados
por una pipeta Pasteur. Las amibas se colectaron en un tubo Falcon, se filtraron con
fibra de vidrio y se lavaron dos veces con biftalato de potasio. Esta suspension celular
se centrifugé a 1,200 rpm por 5 min, la pastilla se resuspendié en 1 ml de biftalato y
se transfirié a un tubo de policarbonato conteniendo un gradiente de percoll (Ver
3.5.1).

Una vez colocadas las amibas en el gradiente, se centrifugaron a 1,900 rpm por
15 min; los diferentes anillos resultantes fueron separados en tubos de ensaye
estériles. Cada una de estas bandas se lavo con biftalato y se observé al microscopio.
Aquellas bandas en las que se detectaron amibas, se lavaron dos veces y se
resuspendieron en el volumen adecuado para tener 5 X 104 células/pl por pozo. El
sobrenadante de cada banda se tomé como control para las poblaciones amibianas
respectivas.

3.5.1 Gradientes de percoll-biftalato 1X

Se hizo una mezcla de percoll-biftalato 10 X (9:1) la cual se tomé como el 100% y
a partir de ella se preparé 1 ml de percoll-biftalato 1X al 100%, 80%, 60%, 50%,
30%, 20% y 10%. La mezcla al 100% se coloco al fondo del tubo de gradiente y
sobre ella se colocaron las restantes soluciones de forma tal que la solucion al 10%
quedara en la parte superior.
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IV RESULTADOS

4.1 Patrén isoenzimatico de cepas de Entamoeba histolytica mantenidas en medio
polixénico.

Las siguientes figuras (3a-3h) muestran las bandas isoenzimiticas observadas en
las cepas amibianas presentes para cada una de las enzimas propuestas para los
estudios de zimodemos, los cuales se practicaron por duplicado.

En cada uno de estos sistemas enzimaticos se muestra un carril en el cual se puso
la cepa HM1:IMSS de E. histolytica para ser empleado como control positivo de cepa
patogena; mientras que en otro carril se muestra el patron de isoenzimas de la cepa
Laredo de E. histolytica y se utiliz6 como referencia de un patrén no patégeno,
aunque realmente esta cepa, por otros estudios, tiene mas relacién con E.
moshkosvskii (Meza y col., 1986; Meraz y col., 1986).

Las bandas enzimaticas amibianas que se describen se refieren a aquellas
resultantes de la comparacion y eliminacion, en algunos casos, con las bandas
compartidas por cada cepa con su respectivo control bacteriano. Dicho control esta
representado por un solo carril en las figuras de isoenzimas (carril 1, Fig. 3a-h).

4.1.1 ENZIMA MALICA (MA)

El patrén electroforético de las isoenzimas reveladas para esta enzima mostré una
sola banda para todas las cepas amibianas aisladas; la cual corresponde a aquella
mostrada por la cepa axénica de HM1:IMSS (carril 14 Fig. 3a, carril 15 Fig. 3b). La
posicion electroforética de esta enzima nos indica que todas las cepas caracterizadas
pertenecen a la especie Entamoeba histolytica (Sargeaunt y col., 1980).

4.1.2 ENZIMA HEXOCINASA (HK)

A excepcion de tres cepas de cultivo mixto (56, 56-4 y 16, carriles 11, 12 y 13
Fig. 3c) y de la cepa HMI1:IMSS (carril 14 Fig. 3c), todas las cepas restantes
provenientes de medios polixénicos y la cepa axénica Laredo, mostraron las dos
bandas caracteristicas de esta enzima en geles de poliacrilamida en gradiente (Meza y
col., 1986) con un corrimiento electroforético menor en comparacion con aquel
observado para la cepa HM1:IMSS (Fig. 3c y 3d, carriles con la marca de cepas no
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patogenas). En vista de que un corrimiemto electroforético mayor de esta enzima se
considera como uno de los marcadores metabdlicos para distinguir cepas patogenas
de las no patogenas (Farri y col., 1980) se puede considerar que en su mayoria, las
cepas amibianas aisladas muestran un patron no patogeno para esta enzima.

4.1.3 ENZIMA FOSFOGLUCOMUTASA (PGM)

El criterio de patogenicidad para esta enzima es la ausencia de una banda a y la
presencia de una banda B. En algunas de las cepas aisladas que se examinaron se
observé la presencia de una sola banda, la cual puede considerarse como la banda a
al compararse con las bandas mostradas por HM1:IMSS (carril 14 Fig. 3e y carril 15
Fig. 3f). La cepa 16 (carril 13 Fig. 3e) compartié la posicion de la banda con la de
HM1:IMSS.

4.1.4 ENZIMA GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA (GPI)

La cepa HMIL:IMSS de E. histolytica mostré solo una banda isoenzimatica para
esta enzima. En las cepas provenientes de cultivos mixtos y en la cepa Laredo se
observo un corrimiento electroforético un poco menor que la banda de HM1:IMSS
(carril 14 Fig. 3g y carril 15 Fig. 3h). En algunas cepas polixénicas se observo la
presencia de algunas otras bandas menos intensas pero se les puede discriminar al
observar que comparten la posicion con el carril de control bacteriano.
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Fig. 3a.- Patrén isoenzimdtico para la enzima mdlica de cepas de E.
histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-cepa
Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 2. (4).-cepa 4. (5).-cepa 7. (6).-cepa
7-3. (7).-cepa 7-4. (8).-cepa 10. (9).-cepa 11. (10).-cepa 56-3. (11).-
cepa 56. (12).-cepa 56-4. (13).-cepa 16. (14).-cepa HMI1:IMSS de E.
histolytica. La banda caracteristica de la especie estd indicada por una «.
MA: malica.
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Fig. 3b.- Patr6n isoenzimdtico para la enzima mdlica de cepas de E.
histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-cepa
Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 12. (4).-cepa 13. (5).-cepa 13-3.
(6).-cepa 13-4. (7).-cepa 14. (8B).-cepa 15. (9).-cepa 15-3. (10).-cepa
15-4. (11).-cepa 21. (12).-cepa 24. (13).-cepa 26. (14).-cepa 65.
(15).-cepa HMI1:IMSS de E. histolytica. La banda caracteristica de la
especie estd indicada por una «.

MA: mélica.
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Fig. 3c.- Patrén isoenzimético para la enzima hexocinasa de cepas de E.
histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-cepa
Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 2. (4).-cepa 4. (5).-cepa 7. (6).-cepa
7-3. (7).-cepa 7-4. (8).-cepa 10. (9).-cepa 11. (10).-cepa 56-3. (11).-
cepa 56. (12).-cepa 56-4. (13).-cepa 16. (14).-cepa HM1:IMSS de E.
histolytica. Las bandas caracteristicas de cepas no patégenas de E.
histolytica se indican por un * y las bandas de cepas patégenas por una
.

HK: hexocinasa.
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Fig. 3d.- Patrén isoenzimdtico para la enzima hexocinasa de cepas de E.
histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-cepa
Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 12. (4).-cepa 13. (5).-cepa 13-3.
(6).-cepa 13-4. (7).-cepa 14. (8).-cepa 15. (9).-cepa 15-3. (10).-cepa
154. (11).-cepa 21. (l2).-cepa 24. (13).-cepa 26. (14).-cepa 65.
(15).-cepa HM1:IMSS de E. histolytica. Las bandas caracterfsticas de
cepas no patégenas de E. histolytica se indican por un * y las bandas de
cepas patégenas por una <.

HK: hexocinasa.
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Fig. 3e.- Patrén isoenzimdtico para la enzima fosfoglucomutasa de cepas
de E. histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-
cepa Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 2. (4).-cepa 4. (5).-cepa 7.
(6).-cepa 7-3. (7).-cepa 7-4. (8).-cepa 10. (9).-cepa 11. (10).-cepa 56-
3. (11).-cepa 56. (12).-cepa 56-4. (13).-cepa 16. (14).-cepa
HMI1:IMSS de E. histolytica. Las bandas caracteristicas de cepas no
patégenas de E. histolytica son denominadas a y las bandas de cepas
patégenas se denominan f3.

PGM: fosfoglucomutasa.
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Fig. 3f.- Patr6n isoenzimdtico para la enzima fosfoglucomutasa de cepas
de E. histolytica provenientes de pacientes. (1).-control bacteriano. (2).-
cepa Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 12. (4).-cepa 13. (5).-cepa 13-
3. (6).-cepa 13-4. (7).-cepa 14. (8).-cepa 15. (9).-cepa 15-3. (10).-cepa
154. (11).-cepa 21. (12).-cepa 24. (13).-cepa 26. (14).-cepa 65.
(15).-cepa HMI:IMSS de E. histolytica. Las bandas caracteristicas de
cepas no patdgenas de E. histolytica son denominadas a y las bandas de
cepas patgenas se denominan f.

PGM: fosfoglucomutasa.
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Fig. 3g.- Patrén isoenzimético para la enzima glucosa fosfato isomerasa
de cepas de E. histolytica provenientes de pacientes. (1).-control
bacteriano. (2).-cepa Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 2. (4).-cepa 4.
(5).-cepa 7. (6).-cepa 7-3. (7).-cepa 7-4. (8).-cepa 10. (9).-cepa 11.
(10).-cepa 56-3. (11).-cepa 56. (12).-cepa 56-4. (13).-cepa 16. (14).-
cepa HM1:IMSS de E. histolytica. Las bandas caracteristicas de cepas no
patégenas de E. histolytica se indican por un * y las bandas de cepas
patégenas por una <.

GPI: glucosa fosfato isomerasa.
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Fig. 3h.- Patrén isoenzimdtico para la enzima glucosa fosfato isomerasa
de cepas de E. histolytica provenientes de pacientes. (1).-control
bacteriano. (2).-cepa Laredo de E. histolytica. (3).-cepa 12. (4).-cepa
13. (5).-cepa 13-3. (6).-cepa 13-4. (7).-cepa 14. (8).-cepa 15. (9).-cepa
15-3. (10).-cepa 15-4. (11).-cepa 21. (12).-cepa 24. (13).-cepa 26.
(14).-cepa 65. (15).-cepa HMI1:IMSS de E. histolytica. Las bandas
caracteristicas de cepas no patégenas de E. histolytica se indican por un *
y las bandas de cepas patégenas por una <.

GPI: glucosa fosfato isomerasasa.
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4.2 Actividad colagenolitica en cepas de cultivos polixénicos

La actividad colagenolitica de las cepas examinadas, incluyendo las bandas
resultantes en aquellas cepas que presentaron mas de una banda amibiana, se muestra
en la siguiente grafica” “(Fig. 4) en la cual se introdujo la cepa HM1:IMSS como
control positivo y a'la cetpa Iaredo como control negativo del efecto degradatorio de
la pelicula de Lolagena

Los pozos a los uuales solo se afiadio el sobrenadante de las pastillas amibianas
fueron considerados como los cuntroles de degradacion bacteriana para cada cepa.
Los valores mostrados en la ﬁgura, denotan la actividad colagenolitica presente en 5
X 10% trofozoitos, sustraye'hdlo los valores de Unidades de colagenasa de los
respectivos controles bacterianos. Los ensayos de colagenasa se hicieron por
triplicado.

Es importante definir que una Unidad de colagenasa se refiere a la actividad
enzimatica necesaria para degradar | pg de colagena en un minuto a 37°C.

4.3 Tipo de zimodemo y actividad colagenolitica

En la Tabla 3 se muestra el tipo de zimodemo (patogeno o no patogeno)
presente en cada una de las cepas examinadas, asi como las Unidades de Colagenasa
que se determinaron en los ensayos de actividad colagenolitica. Las Unidades de
Colagenasa reportados en dicha tabla estin dadas considerando la actividad de
colagenasa presente en los pozos tomados como control bacteriano.
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Actividad colagenclitica en cultivos
mixtos de Entamoeba histolytica
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Fig. 4.- Actividad colagenolitica determinada en cepas de E. histolytica
aisladas de pacientes. A los extremos de la figura se localizan las cepas
Laredo y HM1:IMSS de E. histolytica como controles de actividad de
colagenasa. El aislado 56-4 mostré una actividad mayor que la cepa
HM1:IMSS.
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Tabla 3. Tipo de zimodemo y actividad de colagenasa determinados en
cepas de Entamoeba histolytica axénicas y polixénicas.

Cepa Zimodemo Unidades de colagenasa
HMI1:IMSS Patogeno 0.0430
2 No patogeno 00315
4 " 0.0161
7 * 0.0181
7-3 v 00190
7-4 " 0.0280
0 ' 0.0022
11 " 0.0121
12 o 0.0078
13 " 00137
3-3 " 0.0250
13-4 i 0.0271
14 E 0.0061
15 . 0.0053
15-3 ¥ 0.0088
15-4 " 0.0033
16 Patogeno 0.0333
21 No patogeno 0.0024
24 = 0.0133
26 " 0.0021
56 Mixto 00123
56-3 No patogeno 0.0036
56-4 Mixto 0.0450
65 No patogeno 0.0097
Laredo " 0.0032
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V Anilisis y discusién de resultados

Una explicacion ante la disparidad entre el nimero de portadores asintomaticos
de quistes amibianos y aquellos individuos con la sintomatologia de la enfermedad, es
que los primeros estan infectados por cepas no patogenas de Entamoeba histolytica y
los segundos por una especie diferente o cepa patdgena de este protozoario
(Sargeaunt y col., 1978).

El analisis de las movilidades electroforéticas de algunas enzimas glicoliticas
de este protozoario es considerado como uno de los mejores métodos para determinar
el cardcter patogeno o no patogeno entre varias cepas de E. histolytica (Sargeaunt y
col. 1978; 1980a). Al someter las muestras aisladas de pacientes al proceso para
determinar su patogenicidad mediante zimodemos, en primer lugar se comprobé,
mediante la enzima maélica (MA), que las muestras proporcionadas efectivamente
pertenecian a la especie de E. histolytica (Fig. 3a y 3b). Por otra parte, entre dichas
muestras se encontraron dos cepas (16 y 56-4) que se consideraron patogenas en base
a la mayor migracion de las bandas detectadas para la enzima HK (Fig. 3c), a la
ausencia de una banda o y la presencia de una banda B en la enzima PGM (Fig. 3e);
y un corrimiento mayor en la banda de GPI (Fig. 3g). El resto de las cepas
examinadas mostraron un patrén no patégeno en su zimodemo al ser comparadas con
aquel que mostro la cepa HM1:IMSS (Fig. 3¢-3h).

Haciendo referencia a estas cepas no patogenas, hay algunos casos interesantes
en los que parece haber contradiccién entre el tipo de zimodemo y la actividad
colagenolitica que presentan. La cepa 56 muestra un patrén isoenzimatico para HK en
el que se observaron tanto las bandas de corrimiento rapido, como una banda de
corrimiento lento (carril 11, Fig. 3¢). Primeramente se eliminé la posibilidad de que
alguna de estas bandas perteneciera a las bacterias, encontrando que no comparten
ninguna de estas bandas (caml 1, Fig. 3¢). En un inicio, este hecho fue
desconcertante ya que no ha sido reportado ningin caso en el cual exista una mezcla
de zimodemos patogenos y no patégenos en un solo hospedero (Sargeaunt, 1985;
Sargeaunt y col., 1982b). Sin embargo, al pasar los trofozoitos de esta cepa por un
gradiente de percoll, fue posible separar dos subpoblaciones, cada una de las cuales
mostro una actividad colagenolitica muy diferente (Tabla 3). Por un lado, la cepa 56-
3 tuvo un valor de actividad colagenolitica de 0.0036, mientras que el de la cepa 56-4
fue muy superior (0.0450 U.C.). Estos datos parecen concordar con el zimodemo
encontrado posteriormente para la cepa 56-3, pero en la cepa 56-4 sigui6 hallindose
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un zimodemo compuesto.

Por otra parte, en la tabla 3 se hacen notar las cepas 2, 7-4, 13-3 y 13-4; ya que
en ellas se presenté un zimodemo no patégeno y un valor de colagenasa relativamente
elevado (0.0315, 0.0280, 0.0250 y 0.0271 respectivamente). Estos resultados pueden
ser explicados en parte por la forma en la cual se obtuvieron los trofozoitos tanto para
el anilisis isoenzimético como para la determinacién de su actividad colagenolitica.

Al establecerse una cepa en el laboratorio, el total de los trofozoitos obtenidos
en una resiembra eran pasados a través de un gradiente de percoll y de las bandas
amibianas resultantes se obtenia el nimero de células requerido para los ensayos de
colagenasa y el resto era convertido en extracto para su electroforesis. Sin embargo,
en algunas ocasiones el rendimiento celular sélo era suficiente para realizar uno de
los ensayos y el faltante se realizaba en la siguiente cosecha de amibas. Esto es muy
importante si se considera que dependiendo del tiempo en el que se mantiene alguna
cepa amibiana en el medio de Robinson, puede irse relegando la flora bacteriana
nativa de la muestra y se va estableciendo la cepa con la que se inocula el medio
(Escherichia coli B). Esta prevalencia de algin tipo bacteriano puede ejercer un
efecto sobre determinada subpoblacion amibiana, al estar modificando las
condiciones de potencial rédox, condiciones aerdbicas, etc. importantes para el
crecimiento del parasito (Jacobs, 1941; Hartley y col., 1979). Ademas, Mirelman
(1987) ha descrito que el medio de Robinson es un sistema en el cual las muestras son
mantenidas en presencia de algin tipo de antibiotico para suprimir el crecimiento de
la flora que acomparfia a las heces, y se adiciona una cepa bacteriana en particular;
todo lo cual parece favorecer el crecimiento amibiano aparentemente sin causar
ningin cambio en el zimodemo; pero que indudablemente estas nuevas condiciones
de crecimiento son bastante selectivas para las amibas.

Los resultados hasta ahora analizados sugieren la posibilidad de que en algunos
portadores de E. histolytica puedan co-existir subpoblaciones amibianas con un
comportamiento patogeno diferente, lo cual puede encontrar apoyo en algunas
observaciones realizadas por Bos (1976), Mirelman (1987), Tachibana y col. (1990) y
Magos y col. (1989) cuyos resultados proponen que un aislado amibiano puede estar
compuesto por subpoblaciones de individuos virulentos y avirulentos con diferencias
en su potencial patogeno.

Al seguir analizando la tabla 3, podemos observar que en las bandas de las
cepas 7 y 13 se encontré un zimodemo no patogeno, en contraste con un valor de
colagenasa alto que en ellas se determind. Una probable explicacion puede darse si se
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asume que dichos aislados estaban compuestos en su mayoria por individuos no
patégenos y una minoria de organismos patogenos (cepas 7-4, 13-3 y 13-4), la cual
podria haber pasado desapercibida en el analisis isoenzimatico (Tachibana y col.,
1990) pero que fue posible detectar en los ensayos de colagenasa. El recurrir a esta
explicacién también puede estar apoyado en el hecho de que se han aislado cepas
cuyo zimodemo es no patégeno, pero que fueron obtenidas a partir de pacientes con
sintomas intestinales (Nozaki y col.,, 1990). Esto es un indicio de que si bien el
potencial patogeno de varias cepas de amibas puede ser detectado por sus respectivos
zimodemos, dicha identificacién no es suficiente para explicar el proceso de la
enfermedad, por lo que deben acompafiarse de datos adicionales que determinen el
grado de virulencia de las cepas.

La prevalencia de zimodemos no patdgenos y de valores de actividad
colagenolitica bajos, sobre aquellos casos con zimodemo patégeno y gran actividad
de colagenasa que en este estudio se reporta, parece ser reflejo del predominio de
portadores asintomaticos sobre aquellos casos con amibiasis invasiva (Walsh, 1988).
Esto nos puede sugerir que la mayoria de las cepas con que se trabajo pueden
caracterizarse como no patogenas; considerando ademas la dificultad que se presento
para su establecimiento en el laboratorio. A este respecto se ha descrito que no todos
los aislados de E. histolytica pueden ser axenizados y varias de esas cepas,
especialmente aquellas obtenidas de portadores asintomaticos, requieren de la
presencia de cepas bacterianas especificas (presentes en las heces) para su
crecimiento in vitro (Diamond, 1982); pues se ha reportado que los trofozoitos son
muy selectivos en sus interacciones con diferentes especies bacterianas y sdlo
aquellas que presenten caracteristicas de reconocimiento especificas pueden favorecer
el crecimiento de las amibas (Bracha y col., 1982; Bracha y Mirelman, 1984). De
hecho, un problema importante dentro de la amibiasis ha sido la imposibilidad de
aislar cepas de portadores asintomaticos en condiciones axénicas (Martinez-Palomo,
1989).

Por otra parte, el contar con un numero pequefio de zimodemos patogenos
puede coincidir con la situacion presente en los trabajos iniciales de Sargeaunt
(1979), en los cuales no habia una caracterizacién clinica adecuada a la que se
sometieron las muestras de los pacientes. En este caso no se cuenta con un historial
clinico completo y especifico de los pacientes en los Hospitales de los cuales se
obtuvieron las muestras (Hospital Infantil y Hospital Judrez, México D.F.). En 1982,
Sargeaunt reporta que de 115 infecciones de E. histolytica en México sélo el 14%
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estuvieron asociadas con zimodemos patogenos.

Estas situaciones nos llevan a pensar en la necesidad que hay para el desarrollo
de estudios con fines diagnodsticos de la amibiasis invasiva ya que la interpretacion de
los datos resultantes de los analisis coproparasitoscopicos se ve limitada porque la
sensibilidad de las técnicas usadas es variable dependiendo de la probabilidad de que
un individuo infectado pueda ser detectado en un solo examen. Ademas, hay que
considerar que la emision de quistes es intermitente y que la mayoria de los estudios
incluyen una sola muestra de materia fecal, reportdndose que se requieren mas de seis
muestras para la identificacion del 80% de los individuos infectados. Un aspecto de
relevancia ante casos de diagnostico comprende al personal encargado de los
examenes; quien en buena medida no esta debidamente capacitado. Sargeaunt y col.
(1980b) reportan una frecuencia de casos erréneos diagnosticados del 10.4% en
laboratorios clinicos de la Cd. de México. Es en México donde se ha calculado que
aproximadamente del 10 al 20% de la poblacién es portadora asintomatica de E.
histolytica (Sepulveda, 1989).

La mortalidad alcanzada por abscesos hepaticos amibianos en la poblacion
mundial alcanza del 2 al 10% (Walsh, 1988); lo cual resalta la importancia de que los
individuos afectados por casos invasivos de amibiasis sean detectados oportunamente.
Actualmente se presta mucho interés al desarrollo de expenimentos con los que se
pueda determinar la virulencia amibiana. Recientemente se han propuesto modelos de
estudio en animales (Tsutsumi y col., 1988; Martinez-Palomo y col., 1989) o bien
ensayos in vitro (Bracha y col., 1990; Muifioz y col., 1990) que de alguna manera
permiten una delimitacion inicial de ciertos factores que pueden intervenir en los
mecanismos de la patogenia de la amibiasis.

Las estrategias empleadas en este estudio han permitido la caracterizacion de
los trofozoitos de Entamoeba histolytica contenidos en muestras de pacientes. Los
resultados obtenidos tanto por el andlisis de los patrones isoenzimaticos como por la
determinacion de la actividad colagenolitica presente en las muestras procesadas, nos
llevan a las siguientes conclusiones:
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V1 Conclusiones

1.- De un total de 23 pacientes diagnosticados como positivos para Entamoeba
histolytica en los hospitales Infantil y Juarez de la Cd. de México; un 90% de las
cepas amibianas aisladas presenté un zimodemo no patdgeno.

2.- Del total de cepas polixénicas aisladas de pacientes, el 26.1% presentd valores de
actividad colagenolitica cercanos al determinado para la cepa HM1:IMSS (cepas 2, 7-
4, 13-3, 13-4, 16 y 56-4).

3.- El potencial patogeno de las cepas examinadas puede estar mejor representado por
estudios de actividad colagenolitica

4.- Ensayos encaminados a detectar la presencia de colagenasa directamente sobre
muestras fecales podrian ser desarrollados con fines diagnosticos

5.- Un ensayo de diferenciacion de cepas patogenas y no patogenas contribuiria a un
mejor diagnostico de la enfermedad, y por lo tanto a un mejor tratamiento. De esta
forma se evitaria la administracion de medicamentos toxicos y que producen efectos
colaterales a pacientes con cepas no patogenas.
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