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Introducetén.

En 187% L¥ach (1) descubrié amibas on un paclente con
disenter{a ¥y logréd nncer la inoculacién de estos parésitos
en un perroy pero no fue sino hasta 1903 cuando 8S8chaudinn-
{2) hizo la diferenciacién entrec la Entamoeba coli, no pa-
tégena, y Entémochn histolytica. La presencia de amibas en
lo5 abiscesos hepdticos fue observada por Kartulls (3) en -
1884 y 1a oxistoncia de log portadores sanos por Vincent =
en 1904,

La Entnmoeba hlstolytice presenta dos fases (4) una -
fase vegetativa ¥ una fase quistica.

a) Fasc vepetativa o trofozo{to.

En esta fase o pucden presentar dos formas, la forma
donominads patégena que se encuentra en los enfermos de di
senterf{n en estado agudo y la forma minuta que sSe encuen--
tra en los portadores sanos.

La forma patdgena tlene un difmetro promedio de 2% mi
cras aunque pueds tener el doble de tamario. Su cltoplasma-
estd formado por un ectoplasmn claro y por un endoplasma -
tinamente pranuloso; en el cendoplasma se pucden presentar-

vacuolas altmerttetas contentendo eritrocitos y bacteriag-



en varlos porfodos de di{gestidn, o blen vacuolas claras.
Las vacuelas alimenticins parecen formarse por invaginacio
nea do la mombrann plasmfAtica formAndose una vacuola dife-
rento parn cnda clace de partfcula alimenticia (5). El mo-
vimionto og irregalar ¥ co basa en la formncidn de pseudd-
podos aue pueden ner anchos ¥ digttiformes; el tipo y rapi
doz dol movimtento ex vartable ya quo depende de varios =-
factores como son la consistencla del medlo ambiente, la -
tomperatura, la codad del parfisito, la varledad del mismo y
las condiciones del hufsped, Su alimento suele consistir -
‘en bactorins u otro material orgfnico que toman del intes-
tino,

su ndcleo es vesicular con un difmetro promedio de --
unas ¥ micras y con un grénulo localizado centralmente que
go llama cartososa. Bl ndecleo generalmente se encuentra -=-
cerca del punto en el que se estd formando el pseuddpodo -
aunque hay excepclonas (n).

La ferma minute es mas pequefia que la anterior ya que
su diAmetro es de 20 micras, es poco mévil y sus pscudépo-
doa son de formacidn lenta, en el endoplasma no se encuen=
tran eritrocitos pero se ven vacuolas alimenticias, y su -
ndcleo es a veces visible en fresco. El ectoplasma es poco
diferenctado y poco refringente.

b) Fase quistica,
Las formas pntdpenns Jde Entamaerba histolytica se en -

cuontran on las lesiones del tntestino grieso del huésped,



Después Ao un perfot 4 alimentactén y reproduceiédn (por-

diviatdn mi1%t4ca) lan vacuolas desapnarecen ¥y la amlba ===
ndopta wna forza redendeada; se empleza & formar una pared
quiatica orfrinfintone ia fase untnicleada denominada pro--
quiste (7).

Loa quintes snn pesuefios ya que su difimetro es do 12-
mieras, 59 paved eon Cinn con unn sola capa hialina de unas
0.5 micras do 44&netro cue los hace poco resistentes a la-
desecncidn. Tionen on sy estado maduro cuatro ndecleos poco
visibles on fresco, pere en sus diversos estadfos pieden -
tener 1, ? o 3} nicleos. En el citoplasme se desarrollan --
uno o mas cuerypos cromatolides (8) en forma de barra que de
aaparacen al formarse los cuatro micleos (9); en todos los
estndfos es frecuente encontrar inclusiones sideréfilas, -
voluminoans, con extiremos redondeados.

Como las a=ntbas son l&biles, mueren répidamente en =
condiclones adversas, ia transmisién depende dnicamente de
los quistes, los ouales salen del cuerpo humano en las he-
ces y se convierten en la fase irfecciosa. El ayua de bebi
da, los allmentos, las moscas y las cucarachas son los ve-
hiculos mas comunes mediante los cuales penelran en el -~
huésped, por lo cual deberdn extremarse las precauciones -
para evitar la infeccién.

Cunndo el quiste es tngertdo por nn huésped, llepa al
intestino delpado o prueso en donde sale de su capa quisti

cai a eatp fnso se le lama desenquistactén, U'no de los --



factorn: de posiltle lmportanctns para la renliyacidén de os-
ta fase en ol potenctal ‘o oxtdactidn-reduceldn (1), Una =
ganifeostacidn 4ol pracess de desengqulistactdn es el aumento
de la moviltdad de 1o amtbn dentro del quiste. Se forman -
paouddpodon wetopifanticos claros dfentro del quiste que se-
mueven alrededor 4o la periferia; poco a poco la punta del
pseuddpodo va ezmorplondo do un poro en el nulste y se mani
flestn como una prouetia hernia en el exterior. La forma co
g0 se hace la perforactdn no se sabe con exactlitud pero po
siblemente sen debidop a unn substancia citolftica.

La Entamocha histolytica puede emiprar del intestino-
mediante la corriente sanpulrnes o los vasos linfAticos e -
fnvadir cunlaguter otro te'fdo. La localizacidn mas comin -
es en el nfgedo afectando principalmente el 18bulo derecho
en donde la infeccidn pucde ser leve o blen desarrollarse-
un absceso. Estos abacesos también pueden ser localizados-
en la plel, pulmones o cerebro.

Muchos investigadores han estudlado la patogenicidad-
de las amibas pero todav{a no ha sido suficientemente acla
rada, parece ser sin embargo, que las bacterias tanto paté
genas como no patégenas juepan un papel importante en ia -
patogenicidad de la Entamoeba histolytica (11, 12). El pa-
pel de las bacterias puede scr simplemente f{sico suminis-
trando un amblente adecundo para los protozoarios, pero --

las investipactones scbre el papel de las bacterlas o el -

de otros asociados en cultivo con Entamoeba histolytica in



dican sue la respuesta proballemente en mucho mas comple jn

Se hau reynriadn vartns onzimas presentes on Entamoe-
ba rigtolyticn como son ln amtlasa (tnllmany 133 Hilkor,th
y Baernstain, 1% fonferonoostornans (Mumenthal, 19);plu
tazinansa (Nakamura ¥y "oldstetn, 17)0 eaterasa (Uallnan, 1)
deshidropetann aues~{nten {Geaman, 19 Halra, 20); deshldro
pennsa mAlon (Heoves, D10 nmtnotransalorasa (Mohnn Hao y-
Dutta, U700 aldolasa (Hilker v Wnlite, N3 Zalra, T4);5 pela
tinasn (Nakamurn o BEivards, 59), Pero la reluctién de estas
enzizmar con ia patopenicldad de In Entamoeba bistolytica -
no esthd sultclentenente entadtada,

Hallman (Do, Yanesn (277, Yariaasuta y Maegratth (28
29), Nnkasura v BEdwards (30), Neal (31) ¢ Jarumilinta y --
Maegralth (310} nan demastrado Lo presencia de 1a actividad
proteol{tica e Lo Ent-moeba histolytica, sin embiarpo, los
resultados ot tentios ruestran jue el carncler lnvasor de -
la amtha no estd en rolactdn con esta actividad,

El presente tratalo se reflere a la posible existen -
cla de enzimas nlirolf{uieas an la Entanoeba histolytica y-
su patopenteldad,
{

teas o htdrolasas foarman un prupo

i

e

Las enstmas hitrol
numeroso dentro e la elasiflenctdn enzimfAvica adoptada ==
por la Untén Intern.-ional de Blogufmica. Ulenen en comin-
In eapacidal de descomponer ol sul strato en frapmentos de=-
peso molecular menor, jor Uiaclédn de apua #rire los Ato--

cyy o 4ty i -
mos cuyn untén se rompe productendo as{ su nldrollsts, en



astn forsa contriluven a desdablar alimentos como prote{ -
nan, cartohidraton ¥y grasas en frapmentos mas pequetios pa-
ra et meladalisndon,

En In nxiba ne forman vacuolas alimenrticias en donde-
esth encerrado ol nlimento para su hidrédlisis; de esta ma-
nera o6 altmertos colulares provenientes de la hidrélists
atraviesan la mentrann te la vacuola ¥y pasan al protoplas-
ma, mienlras ove los rest<duns no diporibles se eliminan al
medio,

El grupo de las nitrolasas comprende mas de ;700 enzi-
mas P ro el prosente estudio se limita a las actividades -
de la fosfatnsa Aclda, la fosfatasa alcalina y la B-glucu-
ronidnsa,

Fosfatasas.-

Se clastfican como fosfomonoesterasas cuya funclin es
hidroltzar los és+eres orghnicos de fosfato, para liberar-
fones fonfale {norgpfnicos. Se dividen en dos grupos princi
pales sepin el pH de activitad Sptima, las fosfatasas fici-
dns con pH &ptimo cercano a %.9 y las fosfatusas alcallinas
con pH dptimo entre 9.0 y 16,0

Las fosfatasns holias son activadas por los lones man
ganeso ¢ inhibtdas por cianuro de potasio, sulfato de zinc
sulfato de cobre, fluoruro de sodin, arsenilato de sodlo,-
ficido thrtrico y molttdato de amonto. En Histoquimica esta

enetima e cnracteriza entre otras cosag por ser rdptdamen-

te tnactivada por el ntcohol,



La fosfatasn nlenlina cataliza la hidrélists de va ==
rios ortofosfomonnfsteres, fosfamidns, etc. Se ha encontra
do que 1s enzima e (rhitida por pequefins cantidades de ==
ctstefna (1), fictdo tauroclico (34), glicina (35), albfi-
eina (16)% mtentras que lns sales de zine, nlanina y iones
fluoruro casl no tlenen eofecto (37),

B-=plucurnnidasa, -

Pertenece al prupo de las glucdsido-hidrolasas. Hidro
liza unn vartedad 4o glucurénides conjugados (38). Los pri
meros estuding de csta ensima Tueron los de Masamune (39)-
y O0shima (#0) prro su papel fisioldgico no ha sido sufi --
clontamente nclnradn. En afios recientes la B-glucuronldasa
ha llepadn a ocupar un impoartante papel en la literatura -
Bioqufmicn.

Flahman en 1940 opind aue la B-glucuronidasa jngaba -
un papel {mportante en el cuerpo y mas tarde propuso la hi
pbteats de que estas enzimas catalizabtan la conjupacidn de
estréponos con fcido plucurdntico (hl).

Entre los tnhibiiores de esta enzlima lenemos al Acido
cfirico y alpunos hidroxtheildos (1), fctdo sachrico y md-
¢ co (43), aficaro l.h lactonn (Wh), hepnrina (45), hcldo -
glucurd$ntco y lones cotre (W5,

Entre los activadores de esta enzima (47) esthAn el -~

fetdo decoxiritonueletco, albimina, cutmotripsina, espermi

na, ceapermidina, Hatna ¥ srpttina (W8,



Matertial v =métodos.

Los primoeros métodos para la producciédn de cultivos -
zonoxénicos fe basan en la destruccidn de las bacterias --
contaninantes. Jacehs (49) en 1947 obtuvo el crecimiento -
de Entamoebn histolytica on cultive monoxdnico suprimiendo
lns bactering mediante el uso de antibidticos, Phillips --

(S0Y en 1950 ¥ en 1

N
w2
Vs

{%1) describe ol cultivo monoxénico
de Entarmsebn histolytlen con Trypancsoma cruzi. Mas tarde-
Shaffor ¥ col. (57-5%) nicteron una sorie de estudlos que-
culminaron con la técnica Shaffer-Frye (56), en la cual se
utiliza Racteroldes symbiosus como asociado. Este método -
fue simplificado por Reeves y col. (57) en 1957, En 1959 -
Mc.Dade y Shaffer (58) modificaron el medlo introduclendo-
otras peptonas en lugar de tripticasa ¢nicamente como se -
hac{a hasta entonces. En 1960 pan (59) hizo estudios para-
el cultive de¢ Entamoebn histolytica con hemoflagelados.

Entnor on 1961 (H0) y Entner y Host en 1965 (61) cul-
tivaron Entamooba histolytica en medio de Shaffer-Frye con
tenfondo multosa en luyar de gwlucosa.

En 1906 Reeves v Ward (6) modificaron la técnica de-

Shatfer-Frye aumuentando la masa de Pro““°°16n de amibas.



“amond en 1968 (53) degertbe un método para el cultivo de
Entazmoeba hintolytica en asociacidn con Crithidia o Trypa-
nozomna crunt.

El medta e cultivo uitlizado en el presente trabajo-
es una mediftencidn a los modfos de Roock-Drbohlav (6W4) y-
Shaf Ter-Frye (%41, hecha en ol Laboratorio del Servicio de
Gastroenteralor{n del Hospital General del Centro Médico -
¥acional del I.M.5.8.

El medlo shitdo se prepsra de la sipulente manera:

En un matraz Erlenseyer con pedacer{a de vidrio se o
nen los hueven noceasarics pere cade ceso, agltando vigoro-
samonte despuds de la ndicidn de cada huevo para lograr --
una perfectna nomsrentzacién, Se le afiade sangre humana ---
freasca, desfibtrineda, on proporcién de § ml. para cada hue
vo. 8¢ aglita v se filira a través de gasa doble; se repar-
te en tubos de ensaye pyrex de 150 X 16 mm. y se tapan. Se
gelifican inclinados a 80 gratos durante 30 min., se dejan
reposar a la temperatura amblente por 2k horas y se esteri
l1zan a 15 1bs. durante 15 min. Tubos representativos de -
cada lote preparado se incuban a 37 grados por 2% horas pa
ra comprobar la esterilidad,

Lo fase lfquida es una modtficacién a la téenica de -
Shaffer-Frye para cultivo monoxénico de Entamoeba histoly-
tica,

Medio basce:

20 g/l.

Tripticasa (B.PoL.) coveecveassascancnes

-9 -



GlUCOBA evviinrensoressnnsnancnenes 10,0 g/1l.

Cloruro de¢ podtio R I R 205 g/l.

Fosfato dipsifistico trihtdratado .... 2.0 g/l.
Actdo thiomhAlics tiveieernsorsneenas 1.9 g/,

El Actdo thtozfliteo o fcido 6 mercaptosuccinico se di
suelve on npun ¥ e neutralise con solucidr ‘e hidréxido -
do sodio artes 4o adladirlo a los domfs re.ctivos,

S0 reparte el medio en tubos de ensaye pyrex de 16 X-
125 . con tapdn de roscn v se esteriliza a 19 1bs, 10 --
min. So conserva on e}l rofrigerador por mas de una semana.

Culttveo de Bactoraldos symblosus.-

Racterotdes symbiosus crece ¢ ol medio base adiclong
do de ¢,2¢ d¢ extracic de levadura Difco).

La cepn de Bactoroides symbiosus utilizada en el pre-
sente trabajo es la No. 12829 proporcionada por la Ameri -
can Type Collection.

Siembran.-

Lo cepa do amibas utilizada en este estudio es la de=-
nominada T.A.H.M. procedente de material de absceso hepati
co amibiano. Se sembréd en el medlo de cultivo ya descrito-
y so incubd de 48 a 7?7 horas. Después de este perfodo se -
le hizo control de esterilidad para cormprobar que no exis-
tfo contaminncién. bPara este control se utilizaron placas-
de agar cerebro-corazén (Difco), sembrando en estrf{a una -

muestra representativa de cada tubo con crecimiento de ami

; S ‘ S -
bas, llevando a incubar a 37 grados por & horas y obser

[

]
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vando in presencia Ao citontas, En caso de ser positivo es

te exomen fe dnosechd el tubo del que procedfa la muestra.

Para preverir ia presencia de bacterins contaminantes
ae lo agrepd al medio Pentetling »6v sddica y Sulfato de -
Eatreptlonicing "5 (rnrmacduticos Lakestde),
Patogenticldad do I veopn,.-

e llevaron a oabs estudlos e esta cepa {noculando -
en Hazmsilars ¥ cobidiyns. 5o inoculd directamente cen el higa-
do ¥ peritanec: se sacriftiecaron los animeles a los 3, 5 v-
7 dfas ¥ 20 htcternn ostutios desde el punto de v .ia ma -
eroscédpleco e hiatoidpleo. Se encontraron lesiones en todos
los drpanon Cundazontialen; on nfgado, diafrarma, peritoneo
en general, cleps » colon correspondientes al grado 3 de -
la clastificactidn propuesta por Jarumilinta que corresponde
a: "Absceso localtzado a la mitad de un lébulo o mas de 5-
abscosos do L a 7 mm," (65).

lLoa eatudios niszoléglces corroboraron la presencia -
de amibas en todas las leslones, quedando as{ demosirada -
la patopenicidnd de la copa.

l'na vez tentendo los cultivos de 8 a 72 horas y 11 -
bres de contaminacidn, se separan las amibas del bacteroi-
dos mediante centrifupaciones a taja velocldad y lavados -
sucesivos con soluctdn salina mantenida a 37 grados.
de amitas ¢ procede a hacer -

i

Tonlendos ya el pacuete

£ N g . -
g vféenlcea para cuenta
la cuentn do lns mtsmas sipntendo la técr f

de plé&tmlos blancos en la chmara de Newbawer,



Nétodos para ln detarzinactédn de las actividades enziméti-
eng.-

Se utilizaron métodos Lioquimicos ¥y en algunos casos-
pudo corroborarse la actividad enzimftica por métodos his-

toquimicosn.
a) Mbétodos Rloquintcos,

Las a=ibas ¥a separadoas del medlo do cultive y lava -
das con soluc!én salinae a 37 grados, se homogenizan duran-
te P20 minutos., Para oblener un concentrado de bacteroides-
se juntnn los sobrenadantes do log lavados de amibas y sa-
centrifugan o 4,500 r.p.z. Las determinaciones se hicieron
tanto en ol haomapenado e amibas colo on el concentrado de
bacteraides,

l.- NDeteratinacidn do Fosfatasa fclda.

Se stgutd la técnica do Andorsch y Szczypinski (66) -
adaptada a micrométodo en ol Laboratorio del Servicio de -
Gastroonterologin.

Fundamento de la roaccidn.-

+  H,PO,

- 12 -
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Reoactivog exprlention, .

Buffer~muhntrain:

Reactivo A. Disalver 21.008 go de fictdo cftrico en agua y-
agregar JC0 sk, de hidrdxtdo de sodio 1 N; aforar a un li-
tro. A 90C al. de esta soluctdn aprepar 100 ml. de Acldo -
clorhfdrico § X.

Renctivo B, Preparar una soluctdn al 0,04 de p-nitro fentl
foafato 11zdtico on Aotdn clornfdrico 0,001 N.

Muzelar partes feanles del reactivo A y del reactivo-

wa

" para obtener el o fer-subsirato,
Procedimionto, -

En un tudo te ensaye paras micrométodo se coloca:
BULLor-8Ubairalo vevevrscecsanssensnss 119 microlitros,
Enzima {(conceontrado de amibas 0 c.oeess S microlitros.

bactaraides)
Incubar 30 atnutos a 37 grados.
Hidréx1do de 99810 cervvveesavanasesess 300 microlitros.

Se centrifuga ¥ se lec a 419 milimicras,

Blanco de¢ remctivos,-

BUL£OT=SUDBLIALO oosvnosnseseassessses 115 microlitros.
Incubar 30 minutos a 37 grados.

H1dTéx1do do S50d10 .evereeessssssesess 305 microlitros,

Se centrifupa v se lee a k19 milimicras.

Testigo,.-
5 microlitros.

EBNzima veieeveennseoscsvsoossansessoces

Incubar 30 minutos a 37 graios.

HIArdxido de S0010 eecrsossosansssenss 419 microlitros.

- 13 -
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SR 2 a0 i

Geocentrifmipa v oo Yeo a W1Y milimleras.

2.= Dotersinactdn de Fosfnalasa alcalina.

” *» t " b - . > Y »

e utiltizA a “denten e Ressey, Lowry y Brock (67) -
adaptads a microxnélodo,
Muntazento de ia reoacetifn, -

; ©

™~ + -0t pit L 9 o +  H3POy

Reactivosn enplaadon,-

Solucidn amortipindors de glicina OJ% ¥, a pH 9,6,
Subsirata,Soluctén de p-nitro Tenil fosfato (Nutritional--
Rlochemical Corporation) 0.0135 M, equlvalente a 2 mg/ml,
Solucidn de cloruro de magnesio.

Solucidn de hiirdxido de sndlo O.b M,

Procedimiento. -
En un tubo e ensaryo para micrométodo se coloca:

Soluciédn AROTLLFUALOTA +veveasaseasesssse 100 microlitros.

UL S LT tO . e s s veseaneneesnesensoosssssansse 90 microltitros.

ClOTUTD (e MAPROSIO seeosessassrssssesses 20 microlitros.

Y microlitros.

{':n:"‘mﬂ S L R A I R A B O ‘)

Incubar 1% minutos a 37 prados.

Ly m litros
HAATEX 1 do e 80010 ovvsseessssssneessssss Homicrolitros.

Contrifupar ¥y leer o W1y miltmlcras.

3.- Determinactén te f-glucurontdasa.

T
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Reactivos ecpleasdos.-

Soluctédn amortigpundora de Acido acédtico 0.07 M. a pH de --
5.0,

Solueidn de fctdo tricloromcético al 5%.

B-glucurontdato de fonolfialefina 0.0l M, a pH 7.0.
Soluctén de glicina alcalina,

Procedimtento, -
En un tubo de ensayo para micrométodo se coloca:

SUDBLIALO v eeveveeenceassssassssseanss 10 microlitros,

Soluctédn AMOrtl pUAdOTA seveeeesssessss HO microlitros.

ENZIMA vvrevnvevonsoenenssnsasssnsssss 10 microlitros,

Incubar H0 minutos a 37 grados.

, \ .
ACLldo tricloroncdlico seeveessessasass 00 microllitros

Glicing AlCALINA cececsssssssnssasones 18C microlitros.

So contrifuga y se¢ lee a L0 milimicras,
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4= Doterviracidn e tratelnan,

Be uliitaf in tdontea de fornall ¥ bardwill (69) adap
tadn o mlarcnatods en el Labaratoris del Servicio de Gas -
troontoroiogfa.

Reaclivog emplenton, -

Ropaotivn de Tigrer,

widrdxtdn da sodls pl 10K,

Procadizmionio.-

En un tubso de enziayo para =icrométodo se coloca:
Reactivo 4o Blurel (. iiiececiereeveneas 200 microlitros.
Arua DHdostiindn (.. hieeseeracsennecees 30 microlitros.
MUCSLTO wesensrssreascsesassnasasnssras 0 microlitros,

Reposar a la tezperatura amblente por 30 minutos,
Alanco da rosctivos,-

Reactivo 40 R14Tel L iveessearecoasssres o000 microlitros,
ARUR B1AestLladn ceeenessnssonnsasansss 20 microlitros,
Testigo,.-

Mdrdxtdo de sodio al 1% (iiievesese.s 20U microlitros,
ARUD D1AeStIlAada ceeeececrnasasasansess 30 microlitros,
MUGSEFR o e vvoveneseasacasssssancessssas 20 =icrolitros,
S0 centrifupa v se lee a SkQ zilimicras.

onstmhttca se expresd en untlades inter-

L.a actividad onz

nacionales/mg. de protefna que es la astiv!iad especi{rica,

i » MY Y "‘§“Y:‘r1¢“£"‘
La Comtsidn Jde Fnzimas deline a .a Uri.tad Internacio

Y A A S
nal como: "fLa cantiiad e la enzima jque catasiza =4

i

Lrans-

cahatys g m to bajo --
formactédn de unp mieresmola Jde substirato por minu

- 1=



condlclones noroalenm,
by Métotns Mirtoquimicon para la determinaciédn de activi -
dad eonximfAticon.

Se parte e unn auapensidn de amidas obtenidas de la-
zisnn formn que para los métados Rioquimticos,
lo= Detorstnactdn e Tanfa'nsn Acidn.

Qo Ya tdentcn de Ponrne (7)) rmodificnda.
Roaclivoa nnvlentan, -

Alfa nalftil fesfato de sodlo (Sigma).

Fast red 1.7.R., (Matheson Coleman and RBell),
Procedimtionto.-

Digolver 10 a 20 mp. de alfa narftil fosfato de sodlo-
an 20 ml, de mmortiguador acetato a pH de 5.0, Afiadir apro
xi{madamente 20 mp. 4o Fast farnet 6,.7,C, o Fast red I.T.R,

t'nn goln de este reactivo se coloca con una gota de -
la suspensidn de nratbas y se ifncuba a 37 grados durante 30
minutos,

Resultado., -

Los sttios de actividad de la fosfatasa Aclda en el -
cuerpo amitiiano se colorean en café rojizo.
2.- Determinactdn de Fosrninsa alcalina.

Septn 1a téenicn de Purnstone maditicada (71).
Renctivos emplenltos, -

Penitro fentl fosfato,

N N' dimettl tormamida (J,T.Raker).

Ricarbonato de sodlo,

- 17 -
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o bt ey

2rin hidrex! metf) nrins smolano 0,2 M, g pH 8.1,
Faatl vad 7.V,
Soluctdn mndre. -

Dtaolver S zp. de penitrs fonil fosfato on 2 ml. do -
NNt dimetil formamUia, apropar D oml, de apun destilada y-
bleartannia de sodio suliclente para elovar ol pil o 8. Se-
lo agregan 60 =l. da apun ¥ fe afora a 1 1. con solucidn -
arortigundoara de trin Ridroxt metil amino motano 0.2 M. a-
pH 8,3,

Procodimliaents, -

A unn pota de suspensidn de amibas se le aprega una =
gotn de unn soluctdn constistente on b ml, de solucién ma -
dre y b mg. e sal de 4tazonlo. En este caso utilicamos --
Fast rod T,.R, Se tncuaba opor unag hora ¥y ose observa al mi --
croacoplo.

Resultado. -

Azocoloranio rojo en el cuerpo amitlano indica sitio~

de actividad de la fosfatasa alcallna,

- 18 -
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Resultados.,
pPara obtener datos represontativos, los resultados --
fueron soretideos a un estudio eostad{stico (69).
Ge determinaren los procodios aritméticos segfn la férmula

siqmitonto:

e

=X

En donda:
I” = suma d¢ los valores encontrados ¥
N =nfzmero de doterminaciones,
fo dotormind la desviactén estandar aplicando la si -

gulonte féromula:

N -]
En donde:

X

L =valor de cada una de las determinaciones.

promedio de las detorminaciones.,

N znfmoro de las determinaciones8.

- 19 -



Tabla No. 1
Resultndon de la detorminncién do protofnns por aiero

métndo en las fracclones de amibas v bacteroldes.

me. do prote{nas

ho., de %o, de arloan por
amibng tnctoroldes
dot, slifretro ~ibico,

: 1 ERARNY b 7
2 1,800 3 4
1,000 12 6
T by 1,800 L 6

5 2,950 6 8

6 3,350 6 7

7 1,750 3 >

) 1,200 B.% hah

4
9 1,450 7.5 13
S
- 1 y el l’
10 4,901 7

: iosultndo estadlstlcor
o : 6 ‘{)‘)J
; Xz 5.9 D2
1 o = T.Hh119 53842
i

- 20 -




Tabtln Yo. 2

Fosultado de ln detersinnctén do fosfntasn cida por

slerombtods on In fraceidn de nmidbns,

; ‘Wn. de wmicromolas por oiiie
‘ Actividad especifica
: Aat,  i{tro per oinnto, x 107
; 1 OB G1n
{
? LCheh) 1347
3
3 L0183 Ay
i b OTERS 21hl
5 L17333 2858
! b 29000 4833
v 18665 6272
i 8 L0983 1156
; Tasuliado estadlsticos
R = 7518.375 x 107°
o= *503.59741 x 10




“gblia Mo,

e et e

Rosuliadaz de la detersinnetdn de fosfatasa fcida por

sterandlaodtn on la fracetédn de bneterotdes,

L e

ﬂ?} No. fde micromo.nt por milfli-

: Actividad especifica

¢ det, troo par minglo, X 10°F

: N 73

» L0 27

i

£

3 RS ariehi] 118
Iy L1250 208
s Rasdve 1897
Qo OI0S 232

': v LOLLCN 220

3 L3R 205

{

? Tesul Lado estndistico:

]

— pu . -8

’ X = 171.9 X 10 »

e = %10,51500 X 10

- 22 -




Tabla Ho. b

Resultados de 1ln determinacién do foafatasa alcalina-
é en la fraccidédn dc amibas,

Yo, da WicroZolas por oillll
Activided especifica
det., 1ro por msinulo. ¥ 1077
1 SGO7H 187
2 L0018 15
B L0040 166
X .0a16 32
5 00RO 66
% fs Rt 66
7 L00L0 16
8 LCoP1 2k
: Resultndo esstadlsticos
= -5
= 75.7 X 10 .
)o(r =epi.33131 X 107

-2} -
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Resultadrs otroenidos on in detorminacidn de fosfatasa

plenling en ia frnceldn de bneteroldes.

%o, 40 Migro=slne cor mi1010-
Actividad aap?cirica
dete 1TO yov minuls, X 10"

1 SR LD 58

~3

FARSIFAE S ] l
PR AR

SO 10

el
-

b L0000 50

i 4 GOLTD 16

6 LCGo80 10

LIGO50 8

L ”
: /
8 L0010 24
; Hesuliado ostadisticos
X = 23,625 11078
%ﬁ = +5 76360 X 107

I TR e ey e

- o -

P ettt




La actividad de i Poplucurontdasa no se pudo determi
NAT ¥A que nnose oenenntrd nt oen la fraceidn do amibas ni -
5 la de Tactersidens, Como on un ‘rabalo previo en el cual
a0 uttitoaren “rofozofton cultivalos eon medio mixto, si se
encontrd la acilividad de eanta enzima (77), la asusencia de-
piln on ol mlazo mintema ensarade suplrid la presenclas de-
un tahtbidnr de ia ensima en el medlo de cnltiivo,

fara fnvestipnr ol inhibldor se disefiaron varios expg
rlzentaa utilieands los WM¥erentes componentes del medio -
manoxdnico en- el que no eultivd la BEntamoebs histolytica,-
¥ comn fuente de onsizma se abtuvieron los trofoszoftos ecul-
tivados on cedin clixtio,

Bl pricer exporizento disefado fue utilizando medio -
da cultivo maonopzfntico,
No. de det. 1 1' @ 2 2* 28 3 3* 3B & W LB
Sol.amort, LO LO LG L0 4O WO Lo 4O kO 40 4O k0
Fnzima, 20 20 e~ 20 20 == 20 20 -- 20 20 --
Substrate. 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Arua. 10 10 10 5§ 8§ 5 em == wm == == ==
Med i
cﬁat?vgﬂ ee e= == % 5 5 10 10 10 20 20 20

Incubar dos horas a 37 grados.
AT .CLA, (0 60 60 60 HO 60 60 60 60 60 60 60

Enolima, . Ty DR A1 i 20 -- == 20

Glle.nle. 170 170 170 170 170 170 170 170 170 160 160 160

Los resultades se muestran on 1a grifica No. 1
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yara dezogtrar la presencia de

In Beplucurontidnan on ol modlo de cultiv

un inhibi-

o monoxéni-
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Microlitros de medio de cultivo,




b
3
i

R o e e EULP

Como ne puedo ol sorvar hubs wnn franen tnhibicién de-

la actividnd de In enzien cunndn ae antadid al sistema enzi

mdtico ol L{uuldn del rodin monoxénicoy cor el objoto de -
saber cunrl de Inn crmpoapenten ol medlo de cultivo tenfa -

7

P

efontin ink!

"

aTlo o sobre la actividad de la enzima se hi -
Cloron experizerton con hetdo *hiomAlico, penticilina Y 98«

troplomicinag.,

Expertizenio con Acldo thiomflica:
oo e det, L 1Y 1B 2 3¢ B3 3 3B 4 Lv 4p
Sol.azmert, b0 WG WO Lo O WO LD WO MO 4O WO 4O

Ensi=n, 0 TC .. 20 20 e= 20 20 == 20 20 e
Substrato. 0 1G 1C X0 10 10 10 10 10 10 10 10

Anua, ' o 10 10

N
N
Y

L]

]

|3

t

]

i

]

]

]

]

]

[]

Ac.thlomal, == =v 20 == == 20 == == 20 - == 20
Incubar dos hioras a 37 grados,

ATUOLAL AOAD 60 60 60 60 H0 ¢ 60 60 60 60

Enztma, a0 e em 0 ae e 20 == == 20

Glte,ale, 170 170 190 170 170 17¢ 170 170 170 160 160 160
Resultados, -

los resultados obtenidos se muestran en la préfica --

o, 72

- 27 -
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Experizonilo con Penlcellina,
Yo te let. 1 1 1n "

Sal.azort, O WG W LW

Ennion, SR GRS
subatratn,  1C 110G 10 e

Aria., i 1¢ ¢ g

fopicliing, == ww  «a

A%

Incubnr don horas

ATLUCLA, GO B ARG 6O
Enzinn. S o B

flte.nle, 100G 390
Reasultadon, -

Loa rosultndos abttentdos se

t)loﬁ

WO WO Lo YW
T0 = 20 20
1 16 10 10

T N
” 1y
t
1
]
$

10 10
n 37 grados,

60 60 60 60

cunstran on o la

I W by oyp

We H0o WO LW

1¢ 10 10 10

10 20 20 20

60 60 6HO 60
20 =« =e 20

17C 170 140 170 150 190 170 160 160 160

gririca No. 3.

0,0

1 s

0.1

() . ;I,..‘

20



rxpoartnente oon Natrertenicting,
No. te dely 11U AW 2 Dy DR Y 30 3y 4 Lo oup
dol.nznri, B0 WO WO WO WE WO WO MO KO ¥O YO %O
Enaten. DM ee 2020 ae 20 PO w- 20 20

Gubiatrato. 1010 16 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Afun. R R S
g:‘ﬂ“rép‘ - - - - ‘5 S‘ s l() 10 10 ?0 20 20

neubar 4oz horas o 37 grados,

AT.C.A. 66 HC A0 G0 60 60 60 60 60 60 60 60

b Ensimn, w wm M ee mw 0 em ew 20 e = 20
ﬁ Gltc,ale, 170 17¢ 170 170 170 170 170 170 170 160 160 160
1
.;f Rosultadog,~
j Los resultndos obtentdos gse muestran on la grifica --
§ No. &
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Resultiadon de las determinnciones Histoquimicas,.

Foafatnan Aclda, -

los s

tti0s de nctividad de la fosfatasa Acida
40 oncuont

ran en color cald roltzo.

Fosfatasa nlcatina.-

Los resultatos obilentdos en fosfatasa alcalina por --
lag téentcons nistoquimicns no pueden considerarse definiti
vas, yn que 5o en todas las determinacliones estos resulta-
doa fueran reprodacit:les,

Los stilioe e actividad de la fosfatasa alcali-
na se ercuentran en color rojo.

- 32 -
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pLoudtotn e cerArifugactdn que se utilizé pare obtee

mer i trefarefios £or menwr tonianisacidn de bacterlas -

La delerninaztdn de rretefnas e cada una de las fren
at -~ 5 o E s .t o pn - : 2
alanes Tue La 2lputesmies on La Fraccidn de vacterias (6.65

n 5.9 me/ml); Gsta fltima

s
bl
.
2
o
w2
-
2
a3
o
p+3
N
¢
=
"
It}
i
&
b
S
e
)
#
-
i
&

sarreapante a ia osuma de Lad concentranionces de proteinas-

tacteroties presonte. Al tOe-e

i
2
-
fe)
s
oe
-1
>
A
s
-
b Y
=
1 -~
-
&
R
o
.
e
B
=
e

zar lan valore: te protefnaz comparatlvos de las dos frace

sstante mayor en la

onen, la ocantitad de Yasterstded €f
fracetdn tensmisaata bacterias aue on Lu &0 anibas.

farana &otda B encorntrd en las --

a nenvetond de 7o

ta e bacteriasy en -

¥

dos fracstones, en fa de antbas ool

Ia primera o) valor procedin de la petividad especifica ==

fus de 7u1A K 1077y an la fracetén de bacterias fue do ==

: . . " aw
0% X 107t | gatos datos revelan claramente la presenci

3 faa rpofnzoftos de la ami-

ol ALt b e T gnztma o mn 103

Vo . c wapstgratdes an esta -
PUYR que o0 e onar te Dbn presend ty ‘e bacle '
-

¢

"y raeA ot { en la
“racetdn, loa vnlsres e tvitad enzinhrica

a ncll

que la €9

feacetdn concert e la te bacterins of gucho me nor
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rrogpondiente a los trofozof{tos.

La actividad de fosfatasa alcalina también fue obteni
da or lns dos fraccliones, y como en el caso anterior, la =-
actividad de 1la aenviz=a on la fraccidn de trofozoitos fue -
mayor quo on la de bactercides,

La actividad de B-plucuronidass no se encontré en los
trofoz~f{tos culifvndos on cedlo monoxénico, sin embargo, =
como en un Lrabtnlo previo (77) en el cunl so cultivaron =
loa trufozof{tnn en un redlo oixto se encontrd presente la-
setividnd do esta onziza, §ato dio lugar a sospecher lg =-
pregencls de un lnhitlder en ol medio de cultivoe; se inveg

tigd ol fcido tnionmfllco, poenictilina y estreptomicina, ob-

o

sorvfindase nque fata Altima tehtbia le activided de la ensi

mn.

[

Con los estudios histoquimicos se comprobé la presen-
cin de fosfatass fcida nl presentar ¢l citoplasma del tro-
fozo{to granulacionas rojles quo corresponden a sitios de -
actividad do la enrziga; ostos hallazgos corroboran los re-

sultados obtentdos con las téenicas bloguimicas.

tos res:ltatos obtenidas por las téenicas histoquimi-

¢as con relacidn a la fosfatasa alcalina no fueron muy de=-

mosirativos, ya -iue no sle@mpre 5 pudo observar la activi-

dad, eg decir, no furron reproducibles; quizé por lan poca=~

actividnd enzimhtica, ya que la diferoncia entre la fosfa-

a os alrededor de 30 voces mhs,

tasa fActda y la alcallin:
Al parecer los trofozof{tos de Entamoeba histolytica =

W -



eatfin Astadon de una fran capacidad metabdlica como lo in-
forman YMarinazuta ¥ eol. (28): NWeal (31) y Jarumilinta (32
az{ come en un tratalo previo del Serviclo de Gastroentero
topfn del Moapital General del Contro Médico Naclonal (72)
te dnforma la predencin Ao alpunas actividades enziméticas
conortadnt con vartna vias metabdlicas.
Hay varios autores que han ponsado relacionar la pato
)

gentetdad Sol parfstio onn ool

tipo de enzima3 presentes, -
por elesplo, los crabatos de Jarumilinta (32) y De Lamater
¥ eni. (74} pere log remuiltados obtenidos no son concluyen
tog,

En vate trabnlo se comprobd que la cepa patégena cul-

tivnde on medlo monoxéntco contiene la presencia de dos en

simns nidroi{ticas como son las fosfatasas fcida y alcall-

na.

-39 -
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Rogumen.,

En el presente oStudio se determinaron las ectivida--
dez de Tosfataza fcida, fosfatasa slcaling vy B-glucuronids

an on 8 mueatenn,

Las actividnden enzinftices fueron expresadas en acti

i3

vidad espocffica con el obleto de tener datos mas represen

tativosn,
ultades ovlenidos mostraron la presoncia do --

los ro

E5 )

fosfatusn fictdn ¥y fosfatnsa alcalina, 8sta dltima en menor
proporcldn que la anterior. lo se encontrd actividad de Be-
glucurontdasn ya que fue inhibida por la estreptomicinag --
utiltzada ep ol medle 4n cultivo para impedir la contamina

cién bacteriana.
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