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Se demuestra la capacidad de las
amibas de liberar al medio enzimas
histoliticas semejantes a las enzimas
lisosomales y se especula sobre el pa-
pel que tal actividad pueda tener en la
patogenia del absceso hepatico.

Se estudian las actividades de enzi-
mas lisosomales en diferentes compar-
timientos celulares del tejido hepitico
normal y en el pus del absceso he-
pitico amibiano y se considera la
posibilidad de una participacién pre-
ponderante de enzimas hidroliticas
procedentes de las amibas o de los leu-
cocitos en el desarrollo del absceso,
sefialandose que no es posible explicar

PESAR DE LOS numerosos estudios

realizados sobre las enfermeda-
des causadas por la Entamoeba histo-
Iytica, los factores que gobiernan la
patogénesis de las lesiones producidas
son todavia mal conocidos. Desde
1919, se ha postulado que la penetra-
cién del parésito a través del epitelio
intestinal se debe a la secrecién, por

i Departamento de Investigacién Cienti-
fica, Instituto Mexicano dzl Seguro Social.

la gran actividad litica presente en re-
lacién al nimero demostrable de ami-
bas o en relacién a la potencial infil-
tracién leucocitaria.

Finalmente se presenta la hipétesis
de que el absceso hepitico amibiano
se produce por la iniciacién de un pro-
ceso autolitico sucesivo, provocado por
la labilizacién y/o ruptura de los liso-
somas de la célula hepitica, inducido
por una sustancia idéntica o al me-
nos semejante a la ya descrita por
otros autores y producida por Enta-
moeba histolytica. (Gac. Méd., Méx.
101: 759, 1971.)

la amiba, de enzimas histoliticas, sin
embargo, a pesar del tiempo transcu-
rrido, no existen datos experimentales
concluyentes, que indiquen la realidad
de este hecho.b 2

Aungue se ha demostrado que En-
tamoeba histolytica posee actividad
proteolitica,? peptiddsica,* y hialuro-
nidésica,2 no es posible, actualmente,
fundamentar una hipétesis patogénica
basada en el estudio de estas peculia-
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ridades, puesto que algunas especies
no patégenas, poseen la actividad
proteolitica, mientras que algunas ce-
pas patdgenas no poseen actividad de
hialuronidasa2 Particularmente en re-
lacién a la produccién de necrosis he-
patica, la ausencia de un mimero ade-
cuado de trofozoitos para explicar la
magnitud del dafio tisular,® pareceria
indicar la existencia de otros factores
coadyuvantes que determinaran la am-
plitud de la lisis.” Por esta causa, pa-
reci6 indicado emprender una investi-
gacién sobre la participacién de las
enzimas lisosomales de las amibas mis-
mas, de los leucocitos y de otro tipo
de células infiltrantes, y del parénqui-
ma hepético afectado, en la produc-
cién de la extensa citolisis requerida
para la formacién del absceso.

Material y métodos

Todas las determinaciones se hicie-
ron de manera paralela en una mues-
tra de pus de absceso hepético ami-
biano y en homogenizado de higado
humano y normal, obtenido por biop-
sia transoperatoria en el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacio-
nal.

Las muestras de higado fueron ho-
mogenizadas en dos veces su volumen
de cloruro de sodio 0.14 M ajustado
a pH 7.0 en un homogenizador coaxial
de tipo Potter-Elvehjem con émbolo de
teflon.

El pus de absceso hepdtico extraido
por puncién de pacientes hospitaliza-
dos en el Servicio de Gastroenterolo-
gia del Hospital General en el Centro
Médico Nacional del Instituto Mexi-
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cano del Seguro Social y el homoge-
nizado de higado normal, fueron man-
tenidos a 4°C hasta su utilizacién, la
cual se realizé en el menor tiempo
posible. Para facilitar su manipula-

“cién, el pus de absceso hepético se

mezclé 1:3 con cloruro de sodio 0.14
M ajustado a pH 7.0.

Con el fin de obtener una estima-
cién de la actividad libre, precipitable
y total de las enzimas lisosomales
cuantificadas, el pus de absceso hepé-
tico diluido y el homogenizado de hi-
gado normal se dividieron en tres ali-
cuotas.

La primera alicuota fue mezclada a
partes iguales con una solucién de sa-
carosa 0.25 M a pH 7.0 y fue centri-
fugada en una centrifuga refrigerada
International modelo HR-1 a 25,500
xg durante 30 minutos. El sobrena-
dante fue cuidadosamente transferido
a otro tubo y el precipitado resuspen-
dido en la misma solucién y centrifu-
gado a la misma velocidad, por igual
tiempo. Las determinaciones practi-
cadas en la mezcla de estos sobrena-
dantes, fueron consideradas como la
estimacién de 1a actividad libre, no se-
dimentable de las enzimas lisosomales
consideradas.

La segunda alicuota se mezclé a
partes iguales con solucién amortigua-
dora de acetatos 0.2 M pH 4.5 y en-
seguida, la mezcla se incubs a 37°C
durante 30 minutos y se centrifugd a
68,000 xg durante 60 minutos. En el
sobrenadante de esta segunda frac-
cién, se determind la actividad libre,
a la cual, nosotros llamamos actividad
libre intralisosomal. El precipitado de
esta segunda fraccién, fue resuspen-
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LISOSOMAS EN ABSCESO HEPATICO 761

dido al mismo volumen de la solucién
original con solucién amortiguadora
de acetatos 0.2 M pH 4.5 contenien-
do bromuro de cetil trimetil amonio

‘(CTAB) al 0.3%; la suspensién se

homogenizé en un homogenizador
Potter-Elvehjem con émbolo de teflon
durante tres minutos y enseguida se
congelé y descongelé rdpidamente en
tres ocasiones. Finalmente, se centri-
fugé a 68,000 xg durante 60 minutos
y en sobrenadante, se determiné la
actividad de enzimas lisosomales fijas
al sistema membranoso.

Las determinaciones practicadas en
cada uno de los tres sobrenadantes
obtenidos fueron: proteinas por el mé-
todo de Lowry modificado;? actividad
de p-glucuronidasa, por el método de
Fishman modificado;? actividad de fos-
fatasa 4cida, por el método de Lowry
et al;® actividad de arilsulfatasa 4ci-
da, por ¢l método de Dodgson;!! acti-
vidad proteolitica, catepsinas A4cidas,
por la modificacién propuesta por
Lovtrup'? al método de Pechman;!®
y actividad de desoxirribonucleasa
(DNAsa) é&cida, por la utilizacién
combinada de los métodos de Allfrey
y Mirsky!* y Burton,' este Gltimo mo-
dificado por Giles y Myers.1® La ter-
cera y ultima alicuota del pus, se mez-
cl6 a partes iguales con una solucion
de CTAB al 0.3%, se homogenizé y
se centrifugé a 25,500 xg durante 30
minutos. El sobrenadante de esta ter-
cera fraccién se utilizé para la deter-
minacién de arginasa, por el método
de Van Slike y Archibald;l? y activi-
dad de fosfatasa alcalina, por el mé-
todo de Lowry et al? ya que se sabe
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que la presencia de sacarosa, inter-
fiere con la determinacién de urea
producida durante la actividad de ar-
ginasa.

El estudio de la liberaci6n al medio
de actividades hidroliticas por Enta-
moeba histolytica, se lievé a cabo en
cultivo de trofozoitos en medio mo-
noxénico con Bacteroides symbio-
sum.!8 La cepa de amibas utilizada
en este estudio, fue proporcionada por
el Laboratorio de Gastroenterologia
del Hospital General, Centro Médico
Nacional, Instituto Mexicano del Se-
guro Social, y es la denominada
TAHM, procedente de material de
absceso hepitico amibiano. Los cul-
tivos de 24, 48 y 72 horas, fueron
procesados como sigue: después de
contar el namero de trofozoitos por
medio de un hemocitémetro, la fase
liquida de los cultivos fue centrifugada
a 38,000 x g durante 30 minutos, el
sobrenadante de esta centrifugacion
fue recentrifugado en la misma forma
y el sobrenadante final, considerado
libre de trofozoitos y bacteroides, fue
ensayado de la manera ya descrita,
para determinar la actividad de g-glu-
curonidasa, catepsinas y desoxirribo-
nucleasa 4cidas; las actividades se ex-
presaron por mililitros de medio de
cultivo y se correlacionaron con el nd-
mero de trofozoitos presentes por mili-
metro ctibico. (Fig. 1). Este procedi-
miento se realizé también en cultivos
puros de Bacteroides, para determinar
la liberacién de enzimas hidroliticas
por estos microorganismos.

Es de hacer notar, que de todas las
enzimas estudiadas, se hizo un cuida-
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doso estudio cinético para tener la se-
guridad de que, en todos los casos,
la enzima se encontraba en condicio-
nes Optimas.

Resultados

Cuando se calcularon las activida-
des enziméticas ensayadas por gramo
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el absceso son considerablemente me-
nores que en ¢l tejide hepatico normal.
(Fig. 2). No obstante, la actividad
residual encontrada, varié de manera
considerable para las diferentes enzi-
mas; desde este punto de vista las
enzimas ensayadas se pueden dividir
en cuatro grupos:
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o /A—-GLUCURONIDASA ACTIVIDAD DE 24 HORAS

. FOSFATASA ACIDA ACTIVIDAD DE 30 MINUTOS

Fic. 1. Actividad de enzimas hidroliticas en el sobrenadan-

te del cultivo de E. histolytica. Para incorporar la actividad de
las 4 enzimas estudiadas en una sola gréfica se indica la acti-
vidad en unidades de densidad 6ptica por ml de cultivo en el
tiempo indicado en la figura. Cada punto es el promedio de
4 a 5 determinaciones individuales.

de higado, o por ml de pus de absceso
hepitico, se encontré que, invariable-
mente, las actividades enziméticas en

En el primero quedaria dnicamente
la catepsina, que retiene el 60% de
su actividad en el tejido hepdtico nor-
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LISOSOMAS EN ABSCESO HEPATICO

mal, a pesar de-las grandes alteracio-
nes tisulares y citoldgicas producidas
durante el desarrollo del absceso. En
el segundo grupo, colocariamos la -
-glucuronidasa y la desoxirribonucleasa
acida, cuya actividad residual es de
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estdn formados por enzimas lisosoma-
les y es notable sefialar que la catep-
sina y la desoxirribonucleasa 4cida que
retienen un porciento mayor de su ac-
tividad, son las que poseen normal-
mente una menor actividad libre, y se

ACTIVIDAD DE PUS DE ABSCESO HEPATICO
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FOSFATASA ACIDA
SULFATASA
/3—-GLUCURONIDASA
CATEPSINA

DNasa

FOSFATASA ALCALINA
ARGINASA

Fic. 2. Actividad enziméatica residual en el pus de absceso
hepatico. Para la presente gréfica se ha calculado la actividad
total de las enzimas lisosomales adicionando las actividades en-
contradas en cada una de las fracciones estudiadas. Las activi-
dades se expresan como porcentaje de la actividad demostrable
en el higado humano normal, procesado de la misma manera.
Cada barra representa el promedio de 6 a 8 determinaciones
méas o menos una desviacién tipo. Todas las diferencias con el
higado normal son altamente significativas.

aproximadamente una tercera parte de
la del higado normal. Como tercer
grupo, la sulfatasa 4cida y la fosfatasa
icida, cuya actividad residual es sdlo
del 10 al 20%. Todos estos grupos
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encuentran particularmente fijas a la
membrana lisosomal. Finalmente, el
cuarto grupo, que comprende las en-
zimas no lisosomales, es aquél en que
la actividad conservada en el pus del



764

absceso es casi nula (1.7 - 3.6%) en
relacién con su actividad en el higado
normal.

La distribucién de las actividades
de hidrolasas acidas en las diferentes
fracciones separadas en los tejidos es-
tudiados, se hallan representadas en
la figura 3, para el higado humano

AGUSTIN SOSA ET AL.

diferentes fracciones se han expresado
como porcientos de esta actividad
total.

En la figura 3 se observa la nota-
ble diferencia que existe entre la dis-
tribucién de las actividades enzimati-
cas estudiadas en el higado normal.
La fosfatasa acida presenta su mayor

HIGADO HUMANO -

%
100
]
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FOSFATASA
ACIDA

Fic. 3.

/3 -GLUCURONIDASA .

CATEPSINA
DNasa

Distribucién intracelular de las enzimas lisosoma-

les en el higado normal. Cada actividad enzimatica esta repra-
sentada por un grupo de 3 barras de las cuales representa la
actividad libre, la actividad libre intralisosomal, y la actividad
intralisosomal fija a la membrana. La actividad libre intrali-
sosomal se obtuvo mediante la sustracién de la actividad libre
de 1a obtenida en el sobrenadante después de producir la ruptu-
ra de los lisosomas (Fraccién 2, ver texto). La distribucion esta
expresada como porcentaje de la actividad total. Cada barra
representa el promedio de 6 a 8 determinaciones més o menos

una desviacién tipo.

normal y en la figura 4 para el pus
de absceso hepitico. En ambos casos
la actividad total de cada enzima, en
el tejido estudiado, se ha tomado
como el 100% vy las actividades en las

actividad en la porcién fija a la mem-
brana lisosomal, la actividad libre de
la enzima es también importante. Aun-
que la actividad de sulfatasa acida no
se ha representado en la figura, su dis-
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tribucién porcentual es practicamente
igual a la de la fosfatasa 4cida. La
B-glucuronidasa es notable por pre-
sentar la mayor parte de su actividad
libre; en este caso como en el de las
dos enzimas anteriores, debe recordar-
se que se ha descrito la presencia de
estas enzimas en organelos diferentes
de los lisosomas, lo cual explicarfa la
gran cantidad de “actividad libre” en-
contrada.1® 20 ) .
En contraste, se observa que la ac-
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tante de actividad enziméatica fija a
membranas, que constituye aproxima-

-damente el 35% para todas las enzi-

mas estudiadas.

En la figura 4 pueden verse los no-
tables cambios observados en la dis-
tribuciéon de estas enzimas en el pus
del absceso; la mayoria de la activi-
dad de las cinco enzimas ensayadas,
estd completamente libre y en el caso
de la fosfatasa 4cida, sulfatasa y g-
glucuronidasa, sélo traza de actividad

o PUS DE ABSCESO HEPATICO

IOOT

i

504

FOSFATASA
ACIDA

/3 ~GLUCURONIDASA

CATEPSINA
DNasa

FiG. 4. Distribucién de las enzimas lisosomales en el pus del
absceso hepatico, (Ver Figura 3).

tividad de catepsina y desoxirribonu-
cleasa 4cida, se encuentra fundamen-
talmente localizada en lo que hemos
llamado “actividad libre intralisoso-
mal” y fija a la membrana, mientras
que la actividad genuinamente libre es
casi nula y podria ser debida a con-
taminacién. Un hecho que debe men-
cionarse es la proporciéon casi cons-
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fija a los lisosomas pudo ser demos-
trada, S

Sin embargo, debe mencionarse que
Ia proporcidn de catepsina y desoxirri-
bonucleasa 4cida fija a la membrana
lisosomal no se modificd; esto se in-
terpretarfa como prueba de que los li-
sosomas €stin presentes, pero rotos,
y fundamentalmente, de que la fijacién
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de las diferentes enzimas a la mem-
brana lisosomal varia para cada una
de ellas,?! y de que, aun en un pro-
ceso tan destructivo como ésie, en
que la mayoria de las estructuras celu-
Jares se han perdido, se mantiene pre-
ferentemente la estructura lisosomal,
una cosa semejante a la que encontra-
mos en relacién a la preservaciéon de
actividades enzimaticas (Fig. 2).

Nuestro interés fundamental en los
estudios de cultivo de amibas, fue el
demostrar la liberacién de enzimas li-
sosomales al medio, durante el creci-
miento de amibas.
militud en el comportamiento de las
enzimas estudiadas, las cuales aumen-
tan en su actividad de las 24 a las 48
horas del cultivo y después, disminu-
yen draméticamente de las 48 a las
72 horas, a pesar de que el nimero
de amibas por mm® adn estd aumen-
tando durante este tiempo. Los sobre-
nadantes de los cultivos puros de Bac-
teroides realizados en el mismo medio,
no mostraron ninguna de las activida-
des enziméticas, en cantidades demos-
trables por la metodologia utilizada.
Discusion

Septlveda,?? asi como Biagi et al,?
han sefialado recientemente la alta pre-
valescencia de la amibiasis en nuestro
pais, particularmente del absceso he-
patico amibiano, asi como el conoci-
miento limitado que se tiene sobre los
. factores condicionantes y los mecanis-
mos patogénicos comprendidos en las
alteraciones patolégicas producidas por
Entamoeba histolytica. Ha sido de-
mostrado que no es posible fijar una
distincién clara entre diversas cepas

Es notable la si- -
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de -este pardsito, consideradas tanto
patégenas como no patdgenas, en vir-
tud de sus patrones enzimiticos,? 5
haciéndose referencia particularmente
al contenido de actividades hidroliticas
o lisosomales del protozoario.

En un articulo reciente, se ha hecho
nuevamente hincapié, en las dificulta-
des que se tienen para demostrar la
presencia del parasito en el material
obtenido del absceso hepético, sefia-
landose que aun con técnicas especia-
les, la demostracién de la presencia
del trofozoito puede realizarse sola-
mente en una pequefia minorfa de los
casos.® Estos hallazgos, junto con los
sefialados anteriormente acerca de las
dificultades encontradas para demos-
trar la presencia de trofozoitos en el
tejido que rodea al absceso,2* parecen
indicar que los factores determinantes
de la produccién y mantenimiento del
absceso hepatico no dependen de la
actividad litica de las mismas amibas.

Las caracteristicas del dafio produ-
cido, permiten suponer que las particu-
las Nlamadas lisosomas por De Duve
et al 2527 desempefian un papel impor-
tante en la génesis del absceso. Tres
posibles origenes de la actividad litica
lisosomal requerida, pudieran ser se-
fialadas: las amibas mismas; los leuco-
citos y otros tipos de células que in-
filtran el tejido hepdtico durante la
formacién del absceso y finalmente,
las células hepdticas  mismas mediante
un proceso de autolisis.

La riqueza en lisosomas del tejido
hepatico y de los leucocitos, ha sido
sefialada repetidamente-en la literatu-
ra; no asi, al menos tan claramente, la
presencia o cantidad de estos organe-
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los o de las enzimas hidroliticas mis-
mas, en las amibas.2 4 Por este motivo
se decidié empezar el presente estudio
con la cuantificacién de ciertas enzi-
mas hidroliticas en el medio de cultivo
de Entamoeba histolytica (Fig. 1). Si
se pudiera concluir que la produccién
del absceso depende estrictamente del
poder histolitico de la amiba, esta
actividad deberia estar relacionada
con la liberacién al medio de las enzi-
mas capaces de producir la hidrdlisis
hepatica. Por tal motivo, se prefirié
estudiar la actividad de enzimas hi-
droliticas en el medio de cultivo, mas
que en las amibas mismas.

El medio de cultivo presenta, efec-
tivamente, actividad de las enzimas hi-
droliticas cuantificadas (Fig. 1), pero
esta actividad, cuando se expresa por
mililitro de cultivo, resulta ser extra-
ordinariamente menor (aproximada-
mente 30 veces) que la encontrada
en el pus del absceso hepitico. No

- obstante, si se calcula la actividad por -

amiba presente en el medio de cultivo
y se compara con la cantidad de cé-
lulas presentes en un gramo de tejido
hepético (180 millones),3! se puede
concluir que la actividad de enzimas
hidroliticas liberadas por amibas es
considerablemente superior a la conte-
nida en una célula hepética normal y
seria facil atribuirle al pardsito la fa-
cultad de producir la lisis del tejido
hepético, si hubiera alguna posibili-
dad de demostrar claramente el nd-
mero de amibas presentes en o alre-
dedor del absceso.

La ausencia de actividad hidrolitica
en los cultivos puros de Bacteroides
symbiosum, permite asegurar que las
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enzimas liberadas al sobrenadante, son
producidas fundamentalmente por la
amiba. Sin embargo, debe mencionar-
se que nuestros resultados no estdn
de acuerdo con la ausencia de activi-
dad proteolitica sefialada por Jarumi-
linta y Kradolfer®2 en el sobrenadante
de cultivos de E. histolytica. Aunque
la causa de esta diferencia en resulta-
dos no es clara, podria deberse a los
distintos sistemas de cultivo, que en
nuestro caso permiten un crecimiento
adecuado del parasito, mientras que
en el caso de Jarumilinta y Kradolfer
limitan la reproduccién de la amiba.3?

Antes ds que sea factible adjudicar
a la mera accién hidrolitica de las en-
zimas lisosomales del protozoario ia
produccién de la lisis hepatica, pensa-
mos que son necesarios estudios mas
pormenorizados de la velocidad de cre-
cimiento de un absceso, asi como una
cuantificacién mas precisa de las ami-
bas preszntes durante el proceso pa-
toldgico.

En 1964 Jarumilinta y Kradolfer
describieron la presencia en E. histo-
lytica de un factor que produce un
efecto téxico en los leucocitos de
varias especies animales estudiadas,
entre ellas el hombre32 Tal efecto
téxico, parece manifestarse por la pro-
duccién de una rapida y extensa lisis
de los granulos citoplasmicos. Los
autores postulan que la liberacién de
enzimas hidrotiticas podria causar la
digestion de los elementos estructura-
les de los leucocitos y finalmente pro-
ducir un dafio celular generalizado y
la muerte.

Aunque se ha mencionado la pre-
sencia de infiliracién leucocitaria alre~
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dedor de la zona de necrosis del abs-
ceso hepatico®® <y la presencia de
leucocitosis importantes en estos pa-
cientes, el estudio histopatolégico reali-
zado por Reddy y Subramanyam?® y el
practicado con microscopia electroni-
ca por Trevifio-Garcia Manzo et al**
indican la ausencia de reaccién in-
flamatoria acentuada asi como Ila
ausencia relativa de granulocitos con
gran nimero de células monoiuclea-

res y macréfagos. Ademds, en el tra--

bajo de Trevifio-Garcia Manzo ef al.34
se sefiala que en el seno del absceso
hepéatico las células hepdticas se
.encuentran generalmente destruidas,
mientras que los polimorfonucleares
encontrados se hallaban integros o
poco dafiados. Estos datos no pa-
recen apoyar la hipdtesis de que el
absceso hepitico podria ser producido
por la lisis in situ de granulocitos cau-
sados por el agente tdéxico descrito
por Jarumilinta y Kradolfer,*2 o por
lo menos que no es éste el tnico me-
canismo presente. Nuestros resultados
parecen indicar que- existe una parti-
cipacién preponderante de enzimas
hidroliticas liberadas por ruptura de
lisosomas en la génesis del absceso
hepatico (Fig. 4). La dificultad de
explicar esta actividad en relacién a la
presencia de las amibas mismas o en
relacién a la potencial infiltracién leu-
cocitaria, parecerfan indicar que tal
actividad litica procede principalmente
de la célula hepdtica misma. Esta hi-
pétesis se afirma por la presencia de
una actividad de catepsina, que es sélo
50% menor que la encontrada en el
parénquima hepatico normal (Fig. 2).
La liberacién de una cantidad de en-

zima semejante requeriria la presen-
cia de una infiltracién granulocitica o
amibiana masiva.

Para explicar el mecanismo por el
cual los lisosomas de la célula hepa-
tica se rompen para provocar la auto-
lisis masiva del parénquima, se podria
invocar la actividad de una substancia
idéntica, o al menos semejante, a la
descrita por Jarumilinta y Kradolfer3?
que indujera la lisosomdlisis en el he-
patocito. Los resultados presentados
por Rosado et al parecerian apoyar
esta hipotesis.

Parece importante hacer hincapié
finalmente, en la notable persistencia
de las actividades liticas, lisosomales
en un ambiente en el cual otras enzi-
mas, como la fosfatasa alcalina y la
arginasa han pricticamente desapare-
cido. (Fig. 2).Este hallazgo segura-
mente indica cierta relacién estructu-
ra-funcién, mediante la cual este tipo
de enzimas que necesariamente debe-

ran existir en un ambiente activamente '

proteolisante, estdn constituidas por
una estructura primaria, secundaria y
terciaria que las hace resistentes a las
enzimas catépticas. Aparentemente,
la fijacién a la membrana lisosomal es
trascendente en este sentido, puesto
que la catepsina y la desoxirribonu-
cleasa, ambas preferentemente unidas
a la membrana lisosomal (Fig. 3), son
las enzimas que mejor preservan su
actividad en el seno de la necrosis he-
pética. ’
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