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INTRODUCCION

E1 uso de fdrmacos antiparasitarios, como el Metronida
zol, Hemezol (21) Timidazol (52), derivados del 2-metil, 5-ni
tro, imidazol, son utilizados ampliamente en la quimioterapia
de la amibiasis intestinal; sin embargo en México, el uso de-
productos naturales de origen vegetal, en el tratamiento de -
algunas enfermedades parasitarias se basa en el conocimiento-

empirico popular. .Este es el caso del Zanthoxylium liebma- -

niarum (Colopahtle) (51), su uso como agente amebicida se re-
duce a los habitantes de la sierra de Puebla, los cuales por-
tradicién popular 1o han venido utilizando cuando presentan -
sintomatoTlogia intestinal atribuible al cuadro nosolégico de-
la amibiasis, con la consecuente mejoria en su estado patold-

gico.

Pruebas farmacoldgicas preliminares del Zanthoxylium -

liebmaniarum (Colopahtle) demostraron que no se modificé ni -

el ndmero ni la viabilidad de las amibas cultivadas en presen
cia de extractos de este vegetal, observdndose s6lo alteracio

nes en su morfologia.

La actividad enzimédtica de las amibas sometidas a un -
tratamiento con productos amebicidas, no ha sido estudiada, -
1o que nos sugirid cultivar a las amibas en presencia de ex--
tractos de Colopahtle y posteriormente investigar el patrén -
electroforético isoenzimé%ico de la hexocinasa, fosfoglucoiso
merasa y ta fosfoglucomutasa, ya que como es bien conocido, -

este patrdn es considerado como un determinante de patogenici



dad, de acuerdo a-estudios de corre]ac1on c1fn1ca rea11zados-

por Sargeaunt y J1ménez (59).

Esta7ihvestigacién se encuentra apoyada en las modifi-
caciones observadas, experimentalmente, en el patrdn electro-
forético isoenzimdtico de amibas sometidas a tratamientos mu-
tagenéticos con luz ultravioleta y 6-mercaptopurina (63), en-
las cuales fue posible cambiar su patrén isoenzimdtico, si su
cede 1o mismo con el Colopahtle, éste seria un arma terapelGti
ca, ya que el prondstico y el tratamiento seria diferente. -
La primera parte de esta idea se realizé y pensamos que en un

futuro pueda continuarse trabajando.



LISTA DE ABREVIATURAS

Hexocinasa.
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Fosfoglucoisomerasa.

.- Fosfoglucomutasa.

A.- Acido etilen diamino tetracético.
.- Adenosin trifosfato.

D.- Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
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Adenosin difosfato.

—

.- Glucosa 1-fosfato.
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.- Fructuosa 6-fosfato.

- Metosulfanato de fenazina.-
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.- Azul de tiazolil.
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N A P.- Nicotin adenin difosfato.

CEPA HM-1.- Cepa de Entamoeba histolytica extraida de un

absceso hepdtico amibiano.
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1. GENERALIDADES
1.1. Antecedentes Histoéricos.

Wilhelm Lambl en 1860 (31) observs a la Entamoeba his-

tolytica en las heces de nifios afectados por disenteria, sijen
do la primera referencia directa de la amiba como probable --
causa de este padecimiento humano, atribuyéndole ciertos sin-
tomas; una observacidén semejante fue hecha por Morris J. Le--
wis (37) quien al estudiar casos de "célera” en la India, en-

contrd y estudido a la Entamoeba histolytica, atribyéndole tam

bién algunos sintomas. Pero el mérito, no s6lo del descubri-
miento, sino también de haber ofrecido la primera prueba expe
rimental de su cardcter patbgeno, pertenece por completo a --
Friederich Lésch, médico Ruso que trabajaba en San Petesburgo
hoy Leningrado, quien en 1875 publicé en Alemania sus observa
ciones (38). Al examinar materias fecales observs un gran nd
mero de microorganismos, intrigado por su presencia los dibu-
jé con detalle, de modo que en sus ilustraciones es posible -

distinguir trofozoitos de Entamoeba histolytica. Hizo una --

autopsia parcial, recuperé el intestino, lo abridé cuidadosa--
mente e identificd dlceras, mds numercsas en la porcidn termi
nal al hacer raspados de las Glceras volvié a observar la pre
sencia de innumerables amibas; hizo variocs intentos por culti
varia pero fueron negativos; posteriormente administr6 por --
via bucal, en forma de enema, raspados de Jas uUlceras intesti
nales del paciente a cuatro perros, reproduciendo la enferme-

dad e identificando los mismos pardsitos del enfermo en uno -



-3-

de los perros. Por Gltimo propone el término de Amoeba coli-
para el pardsito, mismo que siguid usdndose hasta 1903 cuando
Schaudinn (60) con sus publicaciones permitié distinguir en--

tre los dos tipos de protozoarios.

Koch (29) identificG amibas en abscesos hepdticos de -~
casos provenientes de Egipto, y sugirié que los pardsitos po-
dian tener relacidn pat6gena con la enfermedad. Kartulis (27)
examingé 150 casos de disenteria e identifica amibas idénticas
a las de Losch en heces fecales de todos ellos y posteriormen
te observd los mismos pardsitos en lesiones cerebrales (28).-
Hlava en su trabajo "Sobre la disenteria. Observaciones pre-
liminares® (22) examina casos de disenteria en Praga, en los-
cuales identificé amibas en las materias fecales, reprodujo -
la enfermedad en dos de diecisiete perros y en cuatro de seis

gatos en los que introdujo el pardsito por via rectal.

W.T. Councilman y H.A. Lafleur (9) publicaron su famo-
sa monografia "Amoebic dysentery", basada en catorce casos ob
servados clinica y anatdémicamente; y concluyeron, que el pade
cimiento es una entidad anatomoclinica bien definida y el - -

agente patdgeno es la amiba.
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1.2. Historia de la amibiasis en México.

No se sabe si 1a amibiasis existifa en Mé&xico antes de-
la conquista o después de ella (19), ya que los datos existen
tes de los siglos XVI y XVII indican que 1a enfermedad ataca-
ba tanto a los indios como a los espafioles; el primer caso --
descrito es el del Arzobispo de México y Virrey de la Nueva -
Espafia, Fray Garcia Guerra, en el afio de 1612. En el siglo -
XVII la enfermedad adquiere un cardcter -epidémico, aunque por
el desconocimiento de la etiologia la intervencidn quirdrgica
proporciond alivio, pero fue infructuoso en numerosas ocasio-

nes.

E1l Dr. M.F. Jdiménez (25) trata de precisar la terapéu-
tica y fija la sintomatologia de la enfermedad, inferida de -
297 casos, establece un pronostico exacto y deduce las bases-
diagnésticas. Brassetti (5) compara los métodos curativos --
del absceso hepatico dividido en dos, los europeos y los na--
cionales, entre los primeros sefiala 1a incisién y los clusti-
cos, y entre los nacionales a los del Dr. Jiménez, Tos cuales
son supurativos, sefialando las ventajas que tienen sobre los-

europeos.

Zamora (68) habla del proceso de como una hepatitis su
purada, asf se 1e conocia antiguamente al absceso hepdtico --
amibiano, es producida por congestidn grave ocasionada por --
desdrdenes en la ingestidon de ciertos alimentos de diffcil di
gestidén y a la abundancia de bebidas alcohélicas y principal-

mente del pulque.
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Larios (32) encuentra un absceso hepdtico abierto al -
estomago, donde el paciente presenta primeraménte, urticaria-
generalizada, después sintomas digestivos, especialmente dia-
rreas y por Gltimo signos de absceso hepdtico. SiV]a:(GZ) re
fiere el caso de un enfermo en el que faltaban muchos de los;

signos francos y faciles de apreciar, que denunc1an un absce-

so hepdtico, y al cual se le extrajeron grandes ca
pus, de un tumor en el epigastrio, con todas Ias;

cas,

Prieto (46) divide las conexiones existentes entre di-
senteria y absceso hepdtico en dos clases: 1) aquellos casos
que por su naturaleza fueron denominados disenteria hepdtica-
y 2) el hecho de observar ulceraciones intestinales, permite-
plantear la posibilidad de entrada a la circulacidn porta de-
los principios sépticos, bacterias o protozoarios,‘1os que -~
sin haber provocado disenteria, pueden ser responsables de 1a
instalacion del absceso; dice haber encontrado en el pus leu-
cocitos, globulos rojos, gotitas y granulaciones de grasa, --
otras granulaciones, cristales de hematoidina y frecuentemen-
te amibas. La dintervencidn directa de Yas amibas es indispen

sable para provocar la supuraciodn.

Pruneda(48) en 1905 dice que es importante el estudio-
de 1a foérmula leucocitaria en el diagnéstico del absceso hepd

tico informando que los pacientes presentan leucocitosis.

Mendizdbal (41) es la primera persona en México que se
fala la importancia del empleo de la emetina, empleando pala-

bras como absceso amibico. Alarcén (1) habla de la desinte--
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ria amibiana, del paso de la infeccién del intestino al higa-
do y de éste al pulmén, menciona el sindrome hepato-pulmonar-
amibiano, el cual se presenta alrededor de la época eﬁiqué la
amibiasis, criginalmente implantada en el colon, ha p?éaddk—-
por la etapa hepdtica y se encuentra a punto de'iﬁvédfr_qrha-

invadido el parénquima pulmonar.

Fournier y cotaboradores (20) introducen el uso del di
fosfato de clorogquina obteniendo mejores resultados que con -
el uso de la emetina, ya que la cloroquina no produce intoie-
rancia, no afecta al miocardio y se observa una mejoria mds -

rdpida.

Sepdlveda y Junich (61) observan 1556 individuos para-

sitados con Entamoeba histolytica, clasificando a 1a infec- -

cidn segidn el cuadro de lesiones anatomopatolSgicas y los di-
viden en: a) hepatitis aguda, b) absceso agudo y c¢) absceso -
crénico. Esta clasificacidén es dependiendo de la intensidad-

del cuadro patoidégico.

Ramos y Haro (49) hacen un andlisis estadistico de 197
casos de amibiasis encontrando que 76.6% se da en hombres y -
el 23.4% en mujeres, la mayor frecuencia es entre los 30 y 40
afios, el alcoholismo es positivo en el 63% de los casos, nega

tivos en el 23% y ocasional en el 14%.
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DEFINICIONES

Se entiende por amibiasis invasora (54)'toddsrlos Ca--
sos donde hay procesos patolégicos causados por la penetra- -
cién de amibas patdgenas a los tejidos del hombre; este térmi
no es mads preciso que el de amibiasis, ya que hay amibas patd
genas y amibas no patégenas (57) en el intestino del hombre,-

esto indica que hay personas que albergan Entamoeba histoly--

tica y no presentan sintomas o lesiones atribuibles al pardsi

to, éstos son los portadores sanos.

Por largo tiempo se pensd que la Entamoeba histolyti--

ca era un parasito obligatorio del hombre y su presencia en -
el intestino significaba un estado patolégico (10,12). Re- -
cientemente se ha modificado el criterio y la opinidn, gene--
ralmente aceptada es que E. histolytica vive en calidad de co
mensal en el intestino del hombre, bajo la forma llamada minu
ta, prequistica o tetrdgena (11,12,66), la cual es 1a forma -
no invasora y forma quistes; en estas condiciones se nutre --
con bacterias y sustancias del contenido intestinal, sin inva

dir tejidos.

Por circunstancias, todavia desconocidas, 1a forma mi-
nuta aumenta de tamafo, fagocita glébulos rojos y penetra a -

los tejidos; en estas circunstancias la Entamoeba histolytica

es invasora e incapaz de formar quistes.

De acuerdo con esta interpretacidn el pardsito tiene,

probablemente, dos ciclos bioldgicos, en los cuales uno es pa
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tégeno y no forma quistes, el otro no es patégeno y presenta-

la formacidn de guistes.

La opinién expresada con anterioridad sobre las formas
comensales y patdgenas, tiene una serie de hechos clinicos y-
experimentales que la apoyan (2,11,66), y de acuerdo con ello,
el protozoario es un pardsito facultativo, el cual, segin las
circunstancias, puede ser inocuo o tener la capacidad de des-

truir tejidos.

E1 término zimodemo es el que se refiere a la compara-
¢cién de los patrones electroforéticos isoenzimdticos de las -~
amibas, las cuales morfoldgicamente son idénticas, pero pre--
sentan diferencias en éste; la clasificacidn por zimodemos es
muy Gtil ya que pone de manifiesto Yas diferencias en su gra-

do de patogenicidad (55,56,57).

El patrén electroforético isoenzimitico es Ta represen
tacidn esquemdtica de tres enzimas, la HK, FGI y FGM, las cua
Tes tienen un patrdén especifico para cada zimodemo, y por es-
te medio podemos determinar los diferentes grados de patogeni

cidad existentes (3).

Las isoenzimas son aquellas enzimas que existen en m{l
tiples formas moleculares, en una misma especie o dentro de -
una misma célula. Tales formas miltiples pueden ponerse de -
manifiesto, asi como separarse, mediante electroforesis en --
gel de extractos celulares; se deduce de ello que son espe- -

cies moleculares distintas que difieren en su carga eléctrica.
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Esta propiedad isoenzimdtica es aprovechada para diferenciar-
Jos diferentes tipos de amibas que existen .ya qué:léngmﬁbasf

patdgenas tienen diferentes isoenzimas y éstas no estdn pre--

sentes en las no patSgenas (25).
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1.3. Morfologia y ciclo Bioldgico.

La amibiasis es una enfermedad causada por el agente -

etioldgico 1lamado Entamoeba histolytica (9), el cual es un -

protozoario'de Ta clase Rhizopoda y del género Entamoeba. E1
ciclo biol6gico de este pardsito es muy complejo y en &1 se -
producen algunos cambios en su morfologia, siendo las formas-
mds importantes, desde el punto de vista médico, el quiste y-

el trofozoito o forma mévil (54).

E1 trofozoito tiene formas y dimensiones variables {(56)
que fluctidan entre 10 y 60 micras de didmetro, y en prepara--
ciones tefiidas muestra una membrana citoplasmatica delgada; -
el contenido se divide, clasicamente, en dos porciones: una -
zona externa o exopldsmica, que es mds clara y que da lugar a
los pseudbpodos, y una zona interna o endoplasma, finamente -
granular y con muchas vacuolas. El1 nidcleo ocupa, aproximada-
mente, una quinta parte del volumen celular y aparece como --
una esfera central rodeada de una membrana delgada dispuesta-
en masas irregulares. E1 nucleolo es prominente y con fre- -
cuencia estd en el nidcieo, esto puede ser observado en la fi-

gura 1.

FIGURA 1

TROFOZOITO DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA
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No se ha encontradd~n1hguﬁa diferencia morfoldégica, ni
antigena en los trofégpitésAd¢f£; hiso1x£iCaf§is1ados de por-
tadores asintomdticos-y iééidbtéﬁidés:dé”iésibnés amibianas -
humanas (29,64). ' ‘

En preparaciones no tefiidas los quistes miden de 3.5 a
25 micras de didmetro; en tinciones adecuadas, como la tin- -
cidn de Sargeaunt (54), muestra de uno a ocho nicleos pero lo
mds comin es que presenta cuatro nicleos redondos con bordes-
lisos y condensaciones de cromatina agregados sobre la éuper-
ficie interna, con un nidcleo central formande por uno o va- -
rios grdnulos dispuestos en un 6rgano compacto, como lo mues-

tra la figura 2.

FIGURA 2

QUISTE DE E. HISTOLYTICA

CICLO BIOLOGICO.

La Entamoeba histolytica tiene, probablemente, dos ci-

clos bioldgicos; uno no patdgeno durante el cual vive en la -
mucosa o en la luz del intestino, se nutre de otros microorga

nismos y de restos alimenticios y forma quistes, el otro ci--
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clo es patégeno y durante éste vive en el espesor de 'los teji

dos, se - alimenta de los produc@qsfde”1thist5'isfs.fadbpta -

inicamente la forma de trofozofto 'y

siGn, pero sin producir quistes.

Aun cuando la existencia de estos dos ciclds es gene--
ralmente aceptada, no estd demostrada la transformacidn debla
fase no patégena en patdgena y viceversa, en la figura 3 se -
muestran los dos ciclos y la transformacion ;} sefiala tcon 1i
neas interrumpidas,

FIGURA 3
°c,
7
f

.
SRS

CICLO NO PATOGENO CICLO PATOGENO
1.- Trofozoito de E. histolytica (A) Trofozoito hematéfago (inva-
2.- Prequiste. sor).
3.~ Quiste binucleado. {B) Trofozoito hematéfago en pro
4.~ Quiste cuadriculeado. ceso de division.
5.- Amiba metaquistica. (C) Trofozoito hemat6fago e inva
6.- Amiba multinucleada. sor que da origen a la forma
7.- Pequefias amibas. minuta no invasora.
8.- Inicio de la division.
9.- Terminacidn de la division.
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1.4. Patogenicidad.

La Entamoeba histo]yﬁiéa eQHQh;paiéﬁffoL&el;hombre, --
que juzgado a través de un criterib“mérf6169{§0;_ﬂ0-bOdEﬁOS -
conocer las razones por las cuales eT'mfsmo organi§mo_seren~-
cuentra en pacientes clinicos con invasiéh de.tejidbqgjésf co
mo en individuos asintomdticos (56). Los faét#feéfﬁhé?&éter-

minan estas diferencias son poco conocidos.

Existen tres factores que influyen para -que una amiba-
se transforme de comensal en patdgena (54), estos factores --

son:

a) Factores dependientes del parasito.
b) Factores dependientes del huésped.

c) Otros factores.

Sin embargo no es posible poder comprobar, en forma de
finitiva, el hecho de que estos factores influyan en la pato-
genia de la amibiasis invasora. Ahora bien, si aplicamos el-
criterio morfoldgico no hay explicacién al hecho de que este-
pardsito se pueda presentar, tanto en pacientes con la patolo
gia descrita para la amibiasis con invasividad de drgancs (23

30,54), asi como en pacientes sin patclogfa digestiva (45,14).

Por estas razones es necesario utilizar otra metcdolo-
gia que permita distinguir diferentes tipos de amibas (586,57,
59). La clasificacién de parasitos mediante la utilizacidn -
de electroforesis fue iniciada por Bragster (50) con tripano-

somas, y en el caso de Entamoeba histolytica por Reeves y B~
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choff {50) donde utilizaron electroforesis en acetato de celu
Tosa de las enzimas glucocinasa, fosfoglucoisomerasa, fosfo--

glucomutasa, L-malato oxidoreductasa y una diaforasa de NADP,

diferenciando dos grupos en diez cepas de Entamoeba histoly--

tica.

Afios m&s tarde Sargeaunt (56,57,59) utiliza el método-
de Wraxal y Culliford (67), clasifica en zimodemos cepas de -
la India? México y Suddfrica utilizando para ello el esquema-
electroforético de cuatro enzimas en gel de almiddén, estas en
zimas son: la fosfoglucoisomerasa, la fosfoglucomutasa, la --

L-malato oxidoreductasa y la hexocinasa.

En México se encontraron dieciocho zimodemos de Enta--

moeba histolytica, el cual es un nGmero mayor a los encontra-

dos anteriormente, en donde los trabajos de correlacidén clini
ca realizados por Jiménez (26) establecieron que el zimodemo-
11 corresponde a una amiba invasora, los zimodemos VI, VII, -
XIII y XIV producen algunos trastornos digestivos, pero nunca
invaden tejidos, los demds son comensales; quedando demostra-

do que hay diferentes grados de patogenicidad.
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2. PARTE TEORICA
2.1. Fundamentaci6n del tema.

La amibiasis en México; constituye uno de los proble--
mas de salud mas importantes, la tasa de infecci6n del 20% re
vela que los sistemas de salud asi como el nivel educacional-
del pais es todavia deficiente. Por otro lado el tratamiento
con diversos farmacos revela que &stos son téxicos y en mu- -

chas ocasiones no muy efectivos (30).

La parasitosis intestinal fue una de las causas princi
pales de consulta en 1982 y en primer término destacdé la ami-
biasis invasora con 882,033 casos, siendo este ndmero el 6% -
de todos los casos atendidos, ocupando el cuarto lugar en in-
cidencia. Este porcentaje puede ser reducido por el uso de -
antiparasitarios adecuados, asf como por el saneamiento am- -
biental y la educacidén higiénica de las comunidades méé afec-

tadas.

Los siguientes datos estadisticos fueron consultados -
en el "Boletin epidemioldgico", editado por e1 IMSS en el afno

de 1982,

Los casos de amibiasis por afios de 1972 a 1982 se pre-

sentan en Ya tabla 1.
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TABLA I
Afio 1972 1973 1974 1975 1976
N° de casos 126040 258730 323728 361446 398955
Afio 1977 1978 1979 1980 1981
N° de casos 494135 518449 516260 619396 801249
Afio 1982, N° de casos 882033

Durante el afic de 1982, los meses de mds nlUmero de ca-

so0s reportados, se muestran en la tabla I1.

TABLA 11
Mes Julio Agosto Septiembre
N° de casos 87912 78841 83511

Los estados de mayor incidencia, durante el mismo afo-

estdn en la tabla III.

ciones del IMSS,

TABLA 111
Estado Coahuila Aguascalientes
N° de casos 24850 11320
% 2.81 1.28

En el valle de México los casos reportados por delega-

se muestran en la tabla IV.
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TABLA 1V

Delegacidn 1 2 3 4 5 6

N°® de casos 15971 12748 15007 21992 14330 6537

Con estos datos nos podemos dar cuenta que la amibia--
sis es un padecimiento que se produce durante todo el afio, pe
ro con una mayor incidencia en los meses mds cdlidos en zonas
calurosas y en entidades de mds bajos niveles socioeconémicos

y culturales, asi como en zonas de poca higiene.

En estudios recientes se ha demostrado que cepas de E.
histolytica pueden ser diferenciadas desde un punto de vista-
enzimatico, ya que algunas enzimas, en gel de almiddén presen-
tan variacidn en su patrdn electroforético y estas diferen- -
cias se encuentran en relacion con su patogenicidad, corres--

pondiendo el grupo Il a una amiba invasora.

La clasificacidon de protozoarios se basa en el corri--
miento electroforético de tres enzimas: la E.C.2.7.1.1. hexo-
cinasa (HK), la E.C.5.3.1.9. fosfoglucoisomerasa (PGI), y la-
£.C.2.7.5.1. fosfoglucomutasa (PGM); sobre gel de ailmidén, de

acuerdo a la técnica de Wraxall y Culliford (67).

Sargeaunt {55,56), al estudiar un gran nimero de cepas

de Entamoeba histolytica las separd en cuatro grupos de acuer

do a su patrbn isoenzimdtico que presentaron, donde una corre
lacidon clinica entre el patrdn encontrado y la historia clini

ca del paciente, demostraron que los pacientes con sintomato-
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logia de amibiasis correspondiéfon al grupo Il y los pacien--

tes sin sintomatologia a‘]ongrubds I, III y,1V.‘
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2.2. Actividad:enziméticaﬂde,la,Entamoeba histolytica.

n de estudios enzimiticos 1levados-

o
o

PR K}
[}

tene informac

o

se

-

a cabo en trofozoitos, cultivados tanto en medios mixtos como
monoaxénicos, de 1a relacidén que las enzimas estudiadas pue--
dan tener con la clasificacidn de las cepas o con el cardcter
invasor del protozoario (42,43), estos estudios se han hecho,
no sélo con amibas consideradas patdgenas, sino también con -

algunas no patdgenas.

En Tos trabajos realizados por Chang (7) con Naegleria
gruberi se demuestra la existencia de un efecto citopdtico de
esta amiba, al parecer este efecto estd en relacidén a una sus
tancia capaz de causar un efecto citolitico. Esta actividad-

citolitica ya habfa sido observada en Entamoeba histolytica.

Jarumilinta y Kradolfer (24) describen un efecto 1iti-
co en los trofozoitos procedentes de cultivos mixtos, sobre -
leucocitos "in vitro”. Eaton (17) a su vez, con trofozoitos-
de E. histolytica cultivados axénicamente (14), demostrd el -
efecto citolftico sobre células procedentes de mamiferos, es-
to 10 relaciond con el contenido enzimdtico de los lisosomas-
de superficie de la amiba, que el pardsito usa como agente de

agresion.

En estudios realizadoes, por diversos autores, en trofo
zoitos, tanto en medios mixtos como monoaxénicos, se encontrd
gran versatilidad enzimdtica (34,35). Ahora se ha continuado

este tipo de investigacidn, con trofozoftos cultivados axéni-
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camente (14}, 1o que ha permitido éstﬁdiar por primera vez el

metabolismo de este protozoario libre de toda contaminacion.

Lee y colaboradores {36) trabajando con. extractos de -
la amiba cepa HK-9 hicieron determinaciones enzimdticas encon
trando 1a actividad de aldolasa, deshidrogenasa lactica, argi
nasa, deshidrogenasa glutdmica, transaminasa glutamicoxalacé-
tica, ribonucleasa, fosfatasa alcalina y fosfatasa dcida; don
de 1as mds importantes son: la aldolasa, esta enzima es consi
derada como el marcapaso de las reacciones enzimdticas de la-
via glucolitica; deshidrogenasa ldctica, indicando la ausen--
cia de oxigeno en los procesos de metabolismo de 1os carbohi-
dratos; arginasa, enzima muy importante en el metabolismo de-
los aminodcidos; transaminasa glutamicoxalacética, ésta es el
enlace de la via glucoliitice y el metabolismo nitrogenado; ri
bonucleasa, enzima directamente relacionada con la sintesis -
de proteinas; y la fosfatasa dcida, ésta es de mucho interés-

ya que se ha relacionado con la accidon 1itica de 1a amiba.
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2.3. Planteamiento del problema.

Como ya se sabe, la adicidon de bases pdricas o pirimi-
dicas durante el cultivo de microorganismos produce una muta-
cidén quimica, como ejemplo tenemos a la 6-mercapto purina y -
un agente fisico como la luz ultravioleta (63), que también -
es capaz de producir el mismo efecto, estos agentes provocan-
una modificacidon en los dcidos necléicos y consecuentemente -
una alteracidn en l1a sintesis protéica, con esto podemos pre-
decir que se puede modificar alguna proteina que estuviera en

relacidon con la patogenicidad de la amiba.

Se sabe que en la cepa HK-9, la cual fue aislada de un
enfermo con sintomatologia de amibiasis invasora, la virulen-
cia es modificada, ya que actualmente no tiene la capacidad -
de fagocitosis. Por otro lado se ha reportado que ias dife--
rentes condiciones del medio pueden incrementar la patogenici
dad de la cepa (8), y el hacer pasos sucesivos en animales de
laboratorio, hace que la patogenicidad de la amiba cambie de-
una cepa patdégena a una no patbgena; con esto se dice que hay
diferencias de virulencia en las amibas de poblaciones que --

tienen una diferente alimentacidén (6,33,39,53).

Lo anterior dio 1a posibilidad de poder cambiar el pa-
trén electroforético de Tas amibas, mediante un compuesto ob-

tenido del Zanthoxylium liebmaniarum (Colopahtle) (51) usado-

en la sierra de Puebla como agente amebicida, y posterior al-
tratamientoc con &ste obtener una modificacién en su patrén --
ispenzimdtico y lograr cambiar su patogenicidad y que ésta no

revierta (15,40).
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2.4, Objetivos:

1) Analizar los patrones isoenzimiticos de la Entamoe-
ba histolytica, por el método de Wraxall y Culliford (67), --
después de cultivarla en presencia de “"Colopahtle" a diferen-

tes dosis y a diferentes tiempos de incubacién.

2) Ubicar a la Entamoeba histolytica, desde un punto -

de vista enzimdtico, dentro de un zimodemo determinado por --
Sargeaunt, después de que ha sido tratada y cultivada con --

Zanthoxylium liebmaniarum.




.24-

2.5, Hipotesis de trabajo.

Se sabe que el patrdn isoenzimdtico de la Entamoeba -~
histolytica, puede ser modificado mediante el uso de mutdge--

nos, ta adicién del compuesto amebicida Zanthoxylium liebma--

niarum (Colopahtle), podria tener alguna actividad mutagénica
y modificar el patrdn electroforético isoenzimatico y con es-

to su grado de patogenicidad.



CAPLILTULO II
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Equipbf

Autoclave cilindrico Barnstead modelo 132,
Balanza analitica Bosch modelo 1225.
Cdmara de enfriamiento.

Centrifuga clinica LKB 3021.

Celdas de electroforesis disefio Sargeaunt.
Fuente de poder LKB 2103 Power Supply.
Incubadora Medi-lab.

Mechero Tirril ajustable.

Potencidmetro Corning modelc 5,
Refrigerador RCA Whilpoo.

Reloj marcador General Electric.
Termémetro de laboratorio de 10° a 110° C.

Microscopio 6ptico LKB modelo 1034.
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3.2. Material:de vidrio:

Aplicadores. de madera.

Canastilla para tubos de ensayo.

Cinta testigo de esterilizacion N° 117.
Cubreobjetos N° 224 X 50 loz. Propper.
Espdtula de acero inoxidable.

Frascos dmbar, cap. 100, 500 y 1000 ml.
Frascos de vidrio con tapén de rosca 150 ml.
Gradillas para tubos de ensaye.

Ldpiz marcador resistente al calor.

Manguera de hule.

Matraces aforados con tapén, cap. 500 y 1000 ml.
Matraces erlenmeyer graduados, cap. 100, 250 y 500 ml.
Matraz Kitasato Pirex, cap. 250 ml.

Papel glassine para pesar.

Papel milimétrico.

Papel parafilm "M" American Company.
Perillas para pipeta.

Pipetas graduadas, cap. 1, 2, 5 y 10 ml.
Pipetaé Pasteur.

Pipetas seroldgicas desechables de 1.0 ml.
Portaob jetos para microscopio, 75 X 25 mm.
Probetas graduadas, escala 50, 100 y 500 ml.
Tapones de hule N° 00, 0, 6, 7, 8, 9 y 10.
Tripié con tela de asbesto.

Tubos de ensaye 13 X 100 y 16 X 100 mm.
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Material Bioldgico:
3.3.1. E. histolytica cepa HM-1 IMSS,

En el presente trabajo se utilizé exclusivamente-

una cepa de Entamoeba histolytica invasora como es la ce

pa HM-1 IMSS, proporcionada por la Srita. de la Torre --

del Centro Médico Nacional (IMSS).
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Métodos:

3.4.1. Cultivo axénico de Entamoeba histolytica.

Para el cultivo axénico de E. histolytica sejuiié‘
liza el medio de cultivo TYI-S5-33, el cual estd consti--

tuido de los siguientes compuestos:

Tripticasa S 250 : g
Extracto de levadura Coo ";~{.0 g -
Glucosa 10 g
Cloruro de sodio 0.200 g
Fosfato monobdsico de potasio 0.050 g
Fosfato dibdsico de potasio 0.100 g
Acido L-ascorbico 0.020 g
Clorhidrato de L-cisteina monohidratada 0.100 g
Citrato de amonio férrico 0.228 g
Llevar con agua destilada a: 87.0 g

Procedimiento:

Se disuelven los reactivos en el orden presentado
con aproximadamente 50 ml de agua destilada, se ajusta -
el pH a 6.8 con NaOH 0.1 M. después se llevan a un volu-
men de 87 ml con agua destilada. E1 medijo TY se clarifi
ca mediante filtracidn a través de filtro Whatman # 1 y

se esteriliza en autoclave a 121°C.

Debido a la gran cantidad de trofozoitos que se -
necesitan,se prepararon 870 ml de caldo, que correspon--

den a diez partes del medio TYI-S$5-33, y ensequida se de-



-30-
positaron en matraces erlenmeyer de 125 ml, 87 ml para -
cada matraz. Este paso se hace en condiciones estériles

con ayuda del flujo laminar VECO y un mechero.

E1 caldo se deja en incubadora a 37°C durante 24-

horas y no debe haber desarrollo de microorganismos.

Solucidon de vitaminas y Tween 80.

A) Solucidén vitaminica Diamond TPS-1-40X.*

B) vitamina 812.— Se pesan 40 mg de vitamina 812
y se disuelven en 100 ml de agua destilada, esta solu- -

cidén se pone en frasco dmbar a 4°C.

C) Acido tidoctico a 1 mg/ml.- Se pesan 100 mg de-
dcido tibctico y se disuelven con 100 ml de alcohol abso

Tuto.

D) Tween 80 al 50%.- Se pesan 50 g de tween 80 y
se disuelven con 10 ml de alcohol absoluto y se 1levan a
100 m1 con agua destilada.

*CASA BIOFLUIDOS INC. E.U.A.

Procedimiento:

A 100 ml de la solucidn (A), se afiaden 12 mi de -
solucidn (B), 40 ml de 1a solucién (C), 4 ml de la solu-
cién (D) y 180 ml de agua destilada. Esta solucién se -
esteriliza medjante un filtro Milipore,con una membrana-

de 0.2 mm y se coloca en frasco ambar, se almacena a 4°C.
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Para cada 87 ml de clado TY, se afiaden, en condj
ciones estériles, .3 ml de mezcla vitamfnica Tween 80, -

para fofmar el medio TYI-S-33.
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3.4.2. Pruebas de esterilidad. -

Lés pruebas se llievan a cabo para determinar la -
existencia de una posible contaminacidén con bacterias y-
son las siguientes: en la primera se incuba el medio - -
TYI-S5-33 durante 24 horas a 37°C, habiendo transcurrido-
éstas se procedié a inocular el medio TYI-S-33 a medios-
enriguecidos para microorganismos aerobios y anaerobios;
con la ayuda de una asa bacterioldgica. Estos medios se
incubaron 24 y 48 horas a 37°C. En estas pruebas no se-

debe presentar desarrollo de microorganismos.
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3.4.3. Inoculacin de trofozoftos al medio de cultivo.

La cepa de E. histolytica que se cultivé en el la
boratorio, como ya se mencioné, fue la cepa HM-1. Se --
usaron tubos de ensaye de 15 X 125 mm con tapén de rosca;
por lo general cada tubo con ultivo contenia aproximada-
mente, 1 X 106 trofozoitos por cada 10 m! de medio. Ca-
da tubo se utilizd para inocular un matraz; éstos se co-
Tocan en bafio de hielo durante 5 min. para desprender --
Tas células de las paredes y asi poder inocular Tos ma--
traces de 125 ml, los cuales contienen 87 ml del medio -
TYI-S$-33, y posteriormente se incubaron a 37°C durante -

72 horas.

La recoleccidn, el lavado y la determinacidén de -
la viabilidad de los trafozoitos se hizo mediante la téc
nica de exclusidn con azul tripano, que se menciona en -

el punto 3.4.5.
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3.4.4.,C51c01o-dé1:nﬁméro total! de trofozoitos.

Los trofozoftos se ajustaron a una concentracifn-

8 células/ml; el nidmero de células se conté en-

de 2 X 10
una cdmara de Neubauer y utilizando una pipeta para con-
teo de gldbulos blancos y se hicieron los siguientes cédl

culos:

aXbXCXe==
d
a. Suma de los cuatro cuadros grandes de la cdmara de --
Neubauer.
b. Dilucién 1:10
c. Factor para determinar el valor por mm3 (10).
d. Nimero de cuadros (4).

e. Factor para determinar el valor por ml (1000).
Ejemplo:

(a) (22) (10) . (1000) = (a) 50 000 C&1./ml
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3.4.5. Recoleccién, lavado y determinacién}de 1é viabili

dad de los trofozoitos.

Después de obtener un buen desarrollo de cé&lulas-
a las 48 horas, los matraces se colocaron en bafio de hie
lo para ayudar al desprendimiento de células y se ponen-
en tubos de centrifuga con tapén de rosca, se centrifuga
ron a 500 X g lavdndose con solucidn salina de fosfatos-
de un pH de 7.0. <(ada procedimiento se hizo durante sig

te veces con un volumen total de 87 ml.

A1 término del lavado de células se comprueba la-
viabilidad de éstas, colocando una pequefia cantidad de -
amibas en un portaobjetos a las cuales se les agrega una
gota de azul tripano al 0.2%, en solucidon isotdnica. Si
las amibas se tifien fuertemente son células muertas y si
no se tifien estdn vivas; con esta prueba se determiné --

que los matraces contenfan un 97% de amibas vivas.
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Investigacién de los cambios en el patr6n electroforéti-

co isoenzimédtico de E. histolytica con Colopahtle,

3.5.1. Utilizando diferentes concentraciones en dosis --

tinica de Colopahtle,

Para la investigacién de los patrones electroforé

ticos isoenzim&ticos de la Entamoeba histolytica con do-

sis Gnica, de diferentes concentraciones, se siguié el -
siguiente cuadro de incubacidn, haciendo una determina--

cién de zimodemos donde se indica.

TIEMPO DE DOSIS DE COLOPAHTLE EN 300 000 | ELECTRO-
INCUBACION AMIBAS FORESIS
1 2.5 5 10
48 Hrs, mg/m} mg/m1 mg/ml mg/ml SI

1° GENERACION
CULTIVO
48 Hrs. SOLO SE RECAMBIA EL MEDIO
2° GENERACION
CULTIVO
48 Hrs. SOLO SE RECAMBIA EL MEDIO
3° GENERACION
CULTIVO
48 Hrs. SOLO SE RECAMBIA EL MEDIO SI

CUADRO DE INCUBACION EN DOSIS UNICA
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3.5.2. Utilizando diferentes concentraciones en dosis re

petitivas de Colppahtle.

Para la investigacién de Tos patrones electroforé

ticos isoenzimdticos de la Entamoeba histolytica con do-

sis repetitiva, de diferentes concentraciones, se siguié
el siguiente cuadro de incubacién, haciendo una determi-

nacidn de zimodemos donde se indica.
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TIEMPO DE
INCUBACION

DOSTS Dt COLOPAHTLE EN 300 000

AMIBAS

ELECTRO-
FORESIS

48

Hrs.

1
mg/mi

2.5
mg/ml mg

5
J/ml

10
mg/ml

S1

10

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

20

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIQ

30

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

SI

48

Hrs.

2° DOSIS

SI

10

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

20

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE_RECAMBIA

EL

MEDIO

30

GENERACION

48

Hrs.

sO0LO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

SI

48

Hrs.

3° DOSIS

SI

10

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

20

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

COLTIVO
SE_RECAMBIA

EL

MEDIO

30

GENERACION

48

Hrs.

SOLO

CULTIVO
SE RECAMBIA

EL

MEDIO

SI

CUADRO DE INCUBACION EN DOSIS REPETITIVAS
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3.5.3. Détermfnacfope5‘en:iméticas.'

‘f3;§i3li£ Pfépéra;i6h de los lisados.

, "E1 matraz con amibas se introdujo 5 min. -
"éh‘hielo, para despegarlas de las paredes y se co
locaron en tubos de plastico de forma cdnica, és-
tos se centrifugan a 350 X g durante 15 min. Se-
descartd el sobre nadante y se le adiciond una --
mezcla de estabilizadores enzimdticos constituida
por EDTA, dcido capréico y diticeritritol a 0.001
M. Se homogenizd y se dejbé en el congelador du--
rante 24 horas, después de este tiempo se centri-
fugé a 3000 X g durante 30 min. y el sobrenadante
se utiliz6 para llevar a cabo las determinaciones

enzimdticas.

Para la conservacién de la actividad enzi-
mitica de las muestras, el sobrenadante se almace
nd en alicuotas de 0.1 ml dentro de nitrdgeno 1i-

quido (- 196°C).
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3.5.3.2. Determinacidén de H K.

“Se prepar§ un amortxguador de tris, malato,
EDTA y MgC'l2 a un pH de 7.4 de la s1gu1ente mane-
‘ra: 12.14 g de tris, 11.61 g de dcido mdlico, - -
2.03 g de MgClz, 3.72 g de EDTA y 12.8 m1 de NaOH
10 N. 1levédndose el volumen a 1000 ml con agua --
destilada, Se prepara de la siquiente manera: se
disuelve el tris, el dcido mdlico y el Mgc12 pri-
meroc, se mezclan después el EDTA y el NaQOH, se 1le

.ajusta el pH para después llevarse a 1000 ml.

E1l gel de almidén se preparé con el amorti
guador tris a una concentracidén de 0.01 M. a un -

pH de 7.4,

La electroforesis fue horizontal y se uti-
lizaron celdas con un serpentin, el cual se conec
ta 2 una c¢émara de enfriamiento, para mantener --
las placas a una temperatura constante de 8°C, se
corren durante tres horas a una intensidad cons--
tante de 75 mA y un voltaje variable de 120 V por

caja (placa).

La reaccidén que se propone, después de lle
var a cabo el recorrimiento electroforético para-
detectar las bandas de esta enzima, se observa en

Ta figura 4.
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FIGURA 4

Glucosa
ATP
-ADP

Glucosa 6 P ‘—“\/-NADP PMS(r MTT
ed)
G6PD Y ‘X‘
6-fosfogluconato é)\\LNADPH PMS (ox) Formazan*
*Compuesto de color

Para el desarrollo de la reaccién enzimdti

ca se utilizéd la siguiente mezcla de incubaciodn.

- Tris: Clorhidrico 0.3 M. pH 8.0 7.0 mi
VC]oruro de magnesio 1 M, 0.2 ml
NADP (10 mg/ml)} 0.5 ml
Dextrosa (40 mg/m1) 1.0 mt"
ATP (15 mg/ml) 1.0 ml
G6PD (100 UI/ml) ' 0.5 m1
PMS (1 mg/ml) , ) o S 1.0ml
MTT (5 mg/m1) . 1.0 m?
Agar al 1.2% ’ 10.0 ml
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3.5.3.3. Determinacién de P G Iy

Para la determinacién de esta enzima se --
preparé una solucidn amortiguadora de fosfatos --
0.2 M. pH 7.0, de 1a siguiente manera: se pasaron
17.14 g de Na,HPO, amhidro y 12.15 g de NaH,P0,-
4H20 se ajusté el pH y se 1levd a un litro con --

agua destilada.

E1 gel de almidbén se prepard utilizando al
mid6n hidrolizado de acuerdo a las recomendacio--
nes de la casa comercial y se diluyd con amorti--
guador de fosfatos 0.015 M. pH 7.0, se calentd a
ebullicidn, se desgasificdé al vacfo para poste- -
riormente colocarse en 1dminas de vidrio de 23 X-

15 cm.

La electroforesis se 1levé a cabo bajo las
mismas condiciones ya descritas en el punto ante-

rior.

La reaccién de la figura 5 es la que se --
propone, para encontrar las bandas de esta enzima,

después del corrimiento electroforético.

FIGURA 5

Fructuosa 6 P
PG1

G]ucosa 6 P NADP PMS MTT
I L O Gy ¢
6-Fosfogluconato NADPH PMSO Formazdn*

*Compuesto de color.
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- Para el desarroilo de Jq-reaccién'enziméti

cavselutiijzé la mezcla de inQupadiénr;iguiente:

Tris: _c71'7'o.-3 M. pH8.0 7
MgCl, '1.0 M. i 0
NADF (10 mg/m1) A , 0.
F6P (10 mg/ml) - | 0
G6PZ (100 TU/m1) 0
PMS (1 mg/ml) 1.
MTT (5 mg/mi) ' 1.

0O O o v oNo; o
3
ek

Agar 1.2% R 10.
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3.5.3.4. Determinacidn de P G M.

Para la determinacifn de esta enzima, las-
condiciones de la electroforesis, la forma de pre
parar el gel de almidén y el amortiguador, son --
las mismas que para la enzima descrita en el pun-

to 3.5.3.2.

l.La reaccidn que se propone para la visuali
zacidn de las bandas de esta enzima, es la de la-

figura 6.

FIGURA 6

Glucosa 1 P

° | romM
Glucosa 6 P NADP <“~\ /f—»Formazén*
>G6PD<:: PMS
6-Fosfogluconato NADPH m_dj\\___. MTT
*Compuesto colorido.

Los reactivos de coloracién son los si- =

guientes:

Tris: C1 0.3 M. pH 8.0 7.0 mi
MgCl2 1.0 M. 0.2 ml
NADP (10 mg/mi) ' 0.5 m
G1P (12.5 mg/ml) 0.2 ml
G6PD (100 UI/m1) _ S0l m
PMS {1 mg/m1l) ‘ V 1.0 m?
MIT (1 mg/ml) ) ' 1.0 mt

Agar 1.2 % ' 10.0 ml
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RESULTADOS

Los-patrones electroforéticos isoenzimdticos presenta-
dos por las tres enzimas, la E.C.2.7.1.1. hexocinasa, l1a E.C.
5.3.1.9. fosfoglucoisomerasa y la E.C.2.7.5.1. fosfoglucomuta
sa: son representadoz en la figura 7, en la cual podemos ob.-

servar los dieciocho zimodemos de la Entamoeba histolytica.

FIG. 7 ZIMODEMOS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA
H K

1 I m I ¥ ¥ W W X X XI X X0 XV XV X¥1 XU XV
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La representaciénresquem&tica de la posicidén de las -~

bandas, que da jpuéép§ HM-1 IMSS, después de 48 horas de cul-

tivo con una sola dosis y a diferentes concentraciones de Co-

Topahtle, despQES'déj 6orrimiento electroforético en gel de -

almiddén, se muestran'en la figura 8.

FIG.8 -CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE AMIBAS CULTIVADAS DURANTE 48 HRS
CON UNA DOSIS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE COLOPHATLE

H K
. t\l A2 As A.‘ Bl B2 B! 84 Ci C2 C3 64 Dl D2 03 D‘3 05 é
=

A, A, A, A B B B, 8 € C, Cy C D D D DO g
&
+ PGM
10y WP RG] L
A, A, A, A 8B 8 8B 8 ¢ C C C D D, D, D g
3
At 2,3, 4 f mg/ml. DE EXTRACTOS DE ZANTHOXYLIUM LIEBMANIARUM (COLOPAHTLE)
81,2,3,4 2.5mg/ml. " " " " ! !
C‘,2.3,4 5 mg‘/mlx [} " " “ [} "

" “ " “ “ "

. D1,2,3,4 10 mg./ml.
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Los resultados a las 48 horas de cultivo de la tercera

generacidén, cuando se utilizd una dos1s un1ca a diferentes,-l”‘

concentraciones de Colopahtle y después del corr1m1ento e1ec- -

troforético, se muestran en la figura 9,

FIG.9 -CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE AMIBAS CULTIVADAS DURANTE 48 HRS
DE LA TERCERA GENERACION CON UNA SOLA DOSIS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE COLOPHATIE .

HK

At,2,3,4 \ mg/mi, DE EXTRACTOS DE ZANTHOXYLIUM LIFBMANIARUM (COLOPAHTLF)
B1,2,3,48 2.5mg/m]. " " " !
c" 2,4 5 mq./ml, n [ t [ " "

D1,2,3,4,5 10 mg/mi. " “ " " " "
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Los resultados de cultivar E. histolytica-con una se--
gunda dosis a diferentes concentraciones de Colopahtle y des-

pués de 48 horas de cultivo se muestran en la figura 10,

F1G.10 CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE AMIBAS CULTIVADAS DURANTE 48 HRS.
CON UNA SEGUNDA DOSIS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE COLOPAHTLE
H K

a3
o
o«
—-
=
[=3
(=3

Al 2,3 I mg/mi. DE EXTRACTOS DE ZANTHOXYLIUM LIEBMANIARUM {COLOPAHTLE)}
81,2,3,4,5 2.5mg/mi. » " " " "
C2,3,4 5 mg/mi. " “ " "

D, 2,3,46 10 mg/ml. » " "
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Los resultados obtenidos a las 48 horas de cultivo de-

la tercera generacidén, cuando se utilizd una segunda dosis a-
diferentes concentraciones de Colopahtie y'después del corri-
miento e]ectroforético, en gel de almidén, se muestran en la--

I3

figura 11.

FIG, I CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE AMIBAS CULTIVADAS DURANTE 48 HRS.
DE LA TERCERA GENERACION CON UNA SEGUNDA DOSIS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE COLOPHATLE

1 mg/ml. DE EXTRACTOS DE ZANTHOXYLIUM LIEBMANIARUM (COLOPAHTLE)
"

Ar 2,34,

B1,2,3,4,8 2.5mg/ml. " " "

Cz,3,4, 5 mg/mi, « " n u "
Di,2,3,4,5 10 mg/ml, = “ " ] n
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Las demis dosis repetitivas, que se muestran en el cua
dro de 1a p&gina 38, no se pudieron hacer ya que la Entamoeba
histolytica tuvo muy poco crecimiento, no logrdndose tener --
una cantidad adecuada de trofozoftos, por 1o tanto no hubo 1la
cantidad suficiente de lisados para el corrimiento electrofo-

rético.

Se observd que en la primera generacifn, de la tercera
dosis, el nimero de trofozoftos disminuys y éstos se redondea
ron. Con el siguiente subcultivo las amibas se vacuolizan y-
se revientan, ya para la tercera generacidn no hay crecimien-

to amibiano.
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RESUMEN DE RESULTADOS

1.- Se cultivé Entamoeba histolytica, en forma axénica,

de la cepa HM-1 adicionando 1, 2.5, 5 y,IQfl'm

de Zanthoxylium liebmaniarum (Co]opaht1é)

2.- Se determiné el patrén e]ectrofofét%cotisoehziméti

co después de 48 horas de cultivo, de 1a HK, PG I, y P G M.

3.- Después de recibir la primera dosis, las amibas --
fueron subcultivadas durante tres generaciones y nuevamente -

se les determindé su patrdén electroforético.

4.- La H K mostrd en la concentraci6n de 5 mg/ml, para
la primera dosis, la pérdida del cardcter isoenzimdtico y des
pués de ser subcultivadas durante tres generaciones continud-

con esta alteracidn.

5.- Las amibas desarrolladas en una primera dosis de -
cuatro diferentes concentraciones de Colopahtle y después de-
tres generaciones de cultivo, produjeron cambios en el corri-
miento electroforético de 1a P G I con respecto al control, -

6stos fueron minimos en ambos casos.

6.- La P G M, en las condiciones antes mencionadas, --
presentd pequefias modificaciones después de 48 horas de culti
vo, solamente a concentraciones de 1, 5 y 10 mg/ml, sin embar
go cuando las amibas se cultivaron durante tres generaciones-
los cambios en el patr6n electroforé&tico fueron muy importan-

tes.
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7.- Las amibas expuestas a una segunda dosis de Colo--
pahtle en las concentraciones ya mencionadas y cultivadas du-
rante tres generaciones, también pbésehfhrbh alteraciones en

el patrén electroforético.

8.- En 1a H K se observaron modificaciones relaciona--~
das con la glistancia en el corrimiento electroforético, sin -
perder el cardcter de isoenzima, sin embargo, después de ser-
cultivadas durante tres generaciones, el cardcter isoenzimdti
co se perdidé en dos clonas cultivadas a concentracicones de 5

y 10 mg/ml de extractos de Colopahtle.

9.~ Nuevamente la enzima P G I presentd cambios poco -
importantes, en amibas culitivadas con una segunda dosis de Co

Topahtle y después de tres generaciones de crecimiento.

10.- Con respecto a 1la P G M las amibas cuitivadas en-
presencia de una segunda dosis desarrolld cambios muy impor--
tantes, los cuales se hicieroan mds visibles en 1a tercera ge-

neracidbn de cultivo.

11.- En una tercera dosis de Colopahtle el crecimiento
celular fue muy bajo y no fue posible realizar las determina-

ciones enzimdticas.
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CONCLUSIONES

Los estudios enzimdticos de Entamoeba histolytica, tra

tando de mostrar la diferente patogenicidad de ésta frente al
huésped, fueron llevados iniciaimente por Dobelil (16) quien -
demostré diferencias cuantitativas de hidrolasas en amibas ob

tenidas de pacientes asintomdticos y en amibas invasoras.

Los estudios de Sargeaunt y Jiménez (59), correlaciona
ron el patrdn electroforético iscenzimadtico con patogenicidad
y en base a sus hallazgos sugirieron que este cardcter estd -

en estrecho enltace con su actividad metabdlica.

De acuerdo a nuestros resultados presentados en la fi-
gura 8 pudimos observar que 1a H K a las dosis A y B, corres-
pondientes a 1 y 2.5 mg/mi respectivamente, no hay modifica--
cién, sin embargo en la dosis £ de 5 mg/ml en lugar de presen
tar el cardcter isoenzimdtico, éste se pierde; asi como 1a --
banda presenta un corrimiento electroforético lento y en la -
dosis de 10 mg/ml se muestra una doble banda también con un -

corrimiento lento.

Al estudiar 1a P G I pudimos advertir que las concen--
traciones de 1 y 5 mg/ml afectaron a esta enzima, modificando
su patrdon electroforético con una ligera migracién mis répida
que el mostrado por el control. En relacib6n a la dosis de --
2.5 mg/ml no se presenté ninguna alteracidn y en la dosis co-
rrespondiente a 10 mg/ml, este corrimiento fue todavia mas r§

pido.
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Con respecto al corrimiento electroforético desarrolila
do por 1a P G M se hicieron notar las alteraciones a concen--
traciones de 1, 5 y 10 mg/ml por 1o que inferimos que hubo --
cambios en el peso molecular ya que l1os corrimientos fueron -
diferentes con respecto al control y cuando se utilizé la con
centracién de 2.5 mg/ml ésta no mostrd ninguna modificacidn -

referente a su corrimiento electroforético.

Los trabajos de Tiburcio (63) utilizando la 6-mercapto
purina, adicionada a los cultivos de amibas, mostrd que el --
uso de un nanogramo produce alteraciones en el corrimiento --
electroforético, siendo éstos sumarios, sin embargo en nues--
tro caso este fenémeno no se presentdé por To que sugerimos --

que las alteraciones metab6licas son diferentes.

E1 estudio enzimatico de las amibas cultivadas hasta -
su tercera generacién fueron realizados con el objeto de in--
vestigar si la alteracién producida inicialmente, en los cul-

tivos de 48 horas permanecia o se modificaba.

La figura 9 mostrd que Ta H K en la dosis de 5 mg/ml -
las alteraciones resultantes fueron mds severas, ya que desa-
pareci6 el cardcter isoenzimitico, y por lo contrario, en las
amibas cultivadas a las concentraciones restantes, el corri--
miento fue solamente mds lento, esto nos indicé que el dafic -

producido fue de menor importancia.

En relacidén a la P G I estudiada en estas amibas, lo-~-

gramos observar cambios minimos a todas las cuncentraciones,-
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en donde se presentaron pequefios desplazamientos y mds inten-

samente a una concentracién de 10 mg/ml.

Por el contrario, al estudiar a 1la P G M, ésta presen-
t6 variaciones electroforéticas muy importantes a todas las -
concentraciones, mostrando un cardcter isoenzimdtico que en -
el control no se presenté. Cabe mencionar que esta enzima --
nos hace una clara diferencia entre una amiba patdgena de la-
que no 1o es, de acuerdo a 1o establecido por Sargeaunt (56,
57) por lo que pudimos inferir en una modificacidn en la patpo
genicidad de esta cepa, cultivada en presencia de Zanthoxy- -

lijum liebmaniarum (Colopahtle), asi como sucedié en el traba-

jo experimental realizado por Tiburcio (63).

Para determinar si la alteracién producida por la ac--
cién del Colopahtle podfa ser modificada o permanecia constan
te se usaron dosis repetitivas, esto es, que después de reci-
bir la primera dosis y cultivaria durante 48 horas se adicio-
né, a los cultivos, una segunda dosis para seguir subcultivan

dola durante tres generaciones, cada una de 48 horas.

Los resutlados obtenidos para la H K, en la figura 10,
se muestra que en las primeras dosis de 1 y 2.5 mg/ml no se -
present6 ninguna alteracidn, sin embargo, a una dosis de 5 mg/
ml, en una de las clonas observadas, el cardcter no isoenzimd
tico permanecidé, a diferencia del control, no obstante que en
dos de ellas se recuperd. Con respecto a la dosis de 10 mg/-
m]l las bandas tuvieron una separacidén mucho mds importante, -

haciéndose pensar, nuevamente, en la pérdida de peso molecu--
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lar en una de las isoenzimas.

El estudio de Ya P G I mostrd, repetidamente, pequefias
modificaciones en su corrimiento electroforético, por lo que-
intuimos que esta enzima es poco modificada en las condicio~-

nes de cultivo de las amibas.

Por lo contrario, en la P G M, se obtuvieron alteracio
nes muy marcadas, por la presencia del cardcter de isoenzima,
no presentado por el control. Dio la impresidn que la altera
cidn producida, después que las amibas fueron cultivadas du-~
rante 48 horas, se incrementé en relacidn a cuando éstas se -
cultivaron durante tres generaciones, el dafo producido se hi

zo mds patente.

El andlisis electroforético de las amibas subcultiva--
das después de l1a tercera generacidn con una segunda dosis, -
mostrado en 1a figura 11, para la H K nuevamente presentd po-
cas modificaciones a dosis de i, 2.5 y 5 mg/m!, y solamente -
una clona de la dltima dosis presentd la pérdida del cardcter
isoenzimdtico y a dosis de 10 mg/ml aunque se conservd el ca-=
rdcter de isoenzima, el patrén fue diferente al encontrado en

el control.

Lta P G I presentd pocas modificaciones en todas las --
concentraciones utilizadas, por 1o cual inferimos que el Colg

pahtle no tiene ninguna accién sobre ella.

En relacién a2 1a P G M las alteraciones observadas en-

el patron electrnforético se hicieron muy visibles, ya que se
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presentd desde pérdida del cardcter isoenzimitico, que se ha-
bia modificado en la primera dosis, hasta presencia de éste,-
pero diferente del control, por lo que pensamos, que la alte-
racign metab6lica producida, por una segunda dosis y después-

de la tercera generacifn, fue mayor.

Las amibas fueron cultivadas con una tercera dosis, pe
ro el nilmero y la viabilidad disminuyd en forma muy importan-
te, por 10 que no fue posible llevar a cabo el corrimiento --

electroforético isoenzimitico.

Pensamos que este estudio tiene importancia, desde el-
punto de vista genético y bioquimico, ya que fue posible modi
ficar el patré6n electroforético de dos enzimas, 'a H K y la -
P GMen forma definitiva, porque este cambio se mantuvo des-
pués de cultivar a las amibas durante tres generaciones, modi
ficando, probablemente, la actividad metab6lica que original-
mente tenfa, considerando que estas dos enzimas intervienen -
en una de las vias mds importantes para ellas, como es la gli

colitica (34,35).

Por otro lado este producto pudiera ser empleado en la
terapéutica de la amibiasis, ya que al producir una altera- -
cidn metabdlica enzimdtica en 1a amiba, la 1leva en forma gra
dual a la muerte, esta pudiera ser otra alternativa de trata-
miento de la amibiasis, ya que los productos que actualmente-

se utilizan indiscriminadamente, son t6xicos.
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