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INTRODUCCION

Una de las manifestaciones clinicas de la patogenicidad de E,
histolvtica se determina por la capacidad de destruccién que
ejerce sobre la mucosa del colon al invadir la pared intestinal
(1); lo que al parecer mantiene relacién directa con el fenémeno
de adherencia de la amiba a las células intestinales.

Para iniciar la invasién de los tejidos, los trofozoitos de E.
histolvtica requieren mucina, este hecho ya ha sido probado en
estudips llevados a cabo con células procedentes de ovario de
hamster chino (CHD) (18,39 Y 40) . En estos estudios se muestra
la participacién de dos adhesinas (una sensible a inhibirse
con N-acetil-glucosamida y otra constituida por polimeros de N-
acetil-galactosamina) en los mecanismos que determinan el daRo
celular en el huésped y con ello se concluye que este fenémeno
es mediado por carbohidratos (26,34,38,41,43),

La adhesioén de los trofozoitos a las células blanco parece ser
un prerrequisito en el mecanismo de agresién de E. histolvtica,
pero la adhesidén per se no parece ser una determinante de la
virulencia de las cepas; algunos estudios han demostrado que
puede incrementarse el nivel de virulencia de una cepa "“in
vitro" cuando se modifican las condiciones del medio de cultivo
va sea con adicién de colesterol € 13,31 ) o el incremento en el
numero de bacterias ( 57 ).

Otros estudios sefalaron que en la quimiotaxis podria aumentar
la virulencia, es un hecho Qque 1la metilaciéen de proteinas
especificas de membrana son necesarias para la respuesta
quimiotactica = en bacterias (36) y en células fagociticas
eucarioticas (51) Yy que a través de reacciones de
transmetilacién mediadas por la S-Adenosil- L-metionina en

presencia de los formil~péptidos en especial el formil-metionil-



2

leuctil—fenil alanina (andlogos sintéticos de productos
bacterianos naturales) se aumenta la frecuencia en la emisidén de
pseudépodos que se lleva a cabo en 1a fagocitosis (10,49).

Con el objeto de poder observar si estas reacciones de
transmetglaciOn favorecen el fepémenc de quimiotdxis y el
incremento en frecuencia de produccién de pseuddgndns en estas
pardsitos a los medios de cultivo de E. higtolyvtica se les
adicioné una enzima que cataliza las principales metilaciones
desde el punto de vista biolégico, la S5-Adenosil-L—-Hombpcisteina
(producto intermediario en las sintesis de cisteinar. La
demostraci on presente "in vitro" de estos procesos  sera
determinada por la presencia de un efecto citolitico aumentado
provocado por este protozoario sobre las lineas de células de

ovario de hamster chino (CHD).
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ANTECEDENTES

Una de las enfermedades parasitarias mas comunes en paises en
desarrollo como Mérico, es la amibiasis, producida por E,
histolvtica (47) tiene una distribucién amplia en todo el mundo;
independientemente del clima, pero predomina en comunidades con
condiciones sanitarias inadecuadas vy bajo nivel socioeconémico
(20,55) .

E. histolytica pertenece a la Familia: Entamoebidaes
Orden: Amoebidae; Subphylum: Sarcodina y por formar pseudépodos
lobosos pertenece a la Clase Lobosea (29).,

Dentro del DBénero: Entamoeba, se reconoce dos especies que
infectan al hombre E. histolvtica v E. hartmanni, esta dltima
se diferencia de la primera por su  tama¥o, constitucién
antigénica, no es invasora y el tamaio del trofozoito es mayor
en E. histolytica (20).

La identificacién del parasito, fue hecha por Lamble en 1860
28y 'y tésch (30} en 1875 reproduciendo las lesiones
intestinales en un perro mediante la inoculacidn de evacguaciones
de un hombre con disenteria.

Kartulis (24) establecid la correlacidn entre Diarrea Tropical y
Amibiasts, asi como la asociacién de abscesos hepaticos
amibianos y lesiones intestipales en gatos. Posteriormente en
189¢ Councilman y 1la Fleur {(11) sefalaron la diferencia entre
disenteria amibiana y disenteria disentérica.

La forma mévil o trofozoito vive generalmente en la luz del
intestino grueso, donde se multiplica, es muy 14abil y se
diferencia del quiste, porgque esta Gltima , es la forma de
resistencia responsable de la transmisién de 1la enfermedad

descrita por Schaudin (45), Si se considera que la amibiasis es
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un problema de salud tan importante , no es sarprendente el que
se hallan efectuado innumerables estudios, a fin de conocer los
mecanismos de virulencia (35) en los que involucran fagocitosis
t44), invasidn (6), adherencia (43), asi como citopatogenicidad
(54}, pasando a un segundo término la morfologia del parasito,
pues como se sabe E..  histolytica vy E. invadens son
indistinguibles morfolégicamente (9).

La fase del trofozoito fluctia entre 10 a 60 A de diametro con
la emisién de pseuddpodos de formacién rdpida entre los cuales
se obserwvan diferencias entre el ectoplasma hialino Y
transparente y el endoplasma con inclusiones (4,29,52). En
estudios con microscopia electrdnica se observan formaciones
esfernidales, estomas de micropinocitosis y macropinocitosis,
fildpodos, asi como uroides (&).

Cuando las condiciones del medio ambiente son poco favorables la
amiba empieza a inmovilizarse y elimina el material
citoplasmatico que no ha sido digerido vy se redondea
revistiéndose de una doble membrana gruesa y refringente. Lo
cual le confiere resistencia al parasito con un sdélo nucleo,
volviéndose mﬁltinucleadc para constituir la fase quistica (29).
El hecho de que este protozoario se pueda presentar en pacientes
sintomaticos como asintomAticos ha despertado el interés por
estudiar los mecanismos de virulencia (25). S5in embargo poco se
Ssabe sobre su metabolismo intermediario que induce el ipicio de
la capacidad invasora de las amibas.

En este trabajo se decidiée investigar l!la accidn de la S-
Adenosil~L-Homocisteina sobre la virulencia de 1la cepa HMI-IMSS
de E, higtolytica en base a los trabajos de Cochane quien

demostre los mecanismos de estimulacién celular a través de
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formil-péptidos, 1o cual explica el fendémeno de quimiotixis en

los leucocitos {(10).
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- Disefio Experimental.

CITOLITICO DE

bistolytica

Cinética de lisis en células
de ovario de hamster chino
utilizando diferentes concep]
traciones de trofozoitos cu

tivados en 4 cnncentracioneé
de S—Adenosil—L—Homucisteina
y sin ella.

Cinética de lisis determinada
por la radiactividad liberada
de células de ogvario de hams-
ter chino utilizando diferen—
tes concentraciones de trofo-—
zoitos cultivados en 4 concep
traciones de S-Adenosil-L-Ho—
mocisteina y sin ella.

Cultivo de Cultivo Axéni Cultivo de Cultivo Axéni
células de to de E, his— télulas de co de -
ovario de ti avario de
hamster hamster
chino. chino,
Llevar a Incubar los Marcar con Incubar las
confluen trofozoiteos III Ozima trofozoitos
cia du- con 4 con-— de Indio. con 4 con——
rante 48 centracio-— centraciones
horas nes diferep, diferentes —
tes de S-A de S—Adenosil
denosil-L- L-Homocistei-
Homocistei— na durante 48
na durante horas
48 horas

Incubar durante & hrs a 37°Q

Incubar durante & hrs a 37°C

l

1

Presencia de lisis
criterio morfolégico.

con

Medir radiactividad liberada
en contador Gamma Packard.
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3.2.— Material,Reactivos y Equipn:

3.2.1.- Material Bioldgico.
E. bistolytica cepa HMI-IMSS.~ Cultivo axénico por el
mé¢todo de Diamond (15).
Linea de Células de ovario de hamster chino.~ Cultivo en

Medio F-10 X (33),

3.2.2.~ Material de Laboratorio:
Bafko de hielo
Camara de Neubauer
Cajas Nunclo de S0 ml (plastico)
Embudos de talle largo
Filtro Milipare 0.22 4m
Frascos ambar de 30 ml
‘Gradilla para tubos
Matraz Kitazato de S00 ml
Matraz Erlenmeyer Pyrex de 125 y 250 ml
Matraz aforado Pyrex de SO0 y 1000 ml
Mechero Bunsen
Membrana Milipore de 0.22.4m
Papel filtro Whatman No. 1
Pipetas Pasteur
Pipetas serolégicas de 1, 2, 5y 10 ml
Frobetas de vidrio de 100, S00 y 1000 ml
Termémetros hasta de 100°C
Tubos de ensaye Pyrex de 13 X 100 mm
Tubos de ensaye Pyrex de 15 x 125 mm con tapén
de rosca.

Vasos de precipitados de 250 ml



3.2.3,~ Reactivos.—~

Acido Ascérbico (R.P)

Bicarbonato de Sodio (Q.P) al 4.4%
Citrato de Amonio Férrico (R.P)
Cisteina (Q.F)

Cloruro de Sodio (Q.P)

Dextrosa (Q.P)

Extracto de Levadura (Q.P)

Fosfato de Potasio Dibdsico (Q.P)
Fosfato de potasio Monobdsico (Q.P)
L—glutamina (U.S.G.L)

Medio F-12 10X

Mezcla de Antibioticos

(contiene 10,000 unidades de
Penicilina y 10 mg de Strep-
tomicina por 1 ml en 0.9% de
cloruro de sedio) .

Mezcla Vitaminica

(Biotin, Acido félico, glicina,
mio-inositol 100 mgy Acido ni-—
cotinico 0.5 mg3 tiamina 0.1 mg;
piridoxina y HC1 0.5 mgj (para 250 ml)
Peptona Tripticasa
S—-Adenosil-L—Homocisteina (U.5.6.L)
Suero Fetal Baovino 3 m1/100 ml
Tripsina Verseno 0.05%/100 ml

I1I Oxima de Indio (G.P) vida media

de & horas.

(J.T. Baker)
(Lab In Vitro)
(Merck)
(Sigma)
(J.T.Baker)
{J.T.Baker)
(Bioxon)
(J.T.Baker)
(J.T.Baker)
(Lab In Vitro)
{(Lab In Vitro)
{Lab In Vitro)

(Microlab)

{Bioxon
(Sigma)
(Microlab)
(Lab In Vitro)

(Amershan Int.)

¥* (U.S5.G.L) Para uso de gabinete y del Laboratorio.



3.2.4.- Equipp.-—

Autoclave (Presto)

Agitador Magnético (Medi-Lab)

Balanza Analitica (Mettler AE~{&3)

Bomba de Vacio Manual

Centrifuga Clinica (International Mod. CLM-4-148)

Congelador (Ultra Low)

Contador de Radiactividad (Gamma Packard)

Estufa (Mod. HDY-27)

Flujo Laminar {Veco)

Incubadora (Medi-Lah Mod EH-20P)

Microscopio de Luz (Carl-Zeiss)

Microscopio (Dlympus BH-12)

Potencidémetro (Corning)

Refrigerador (Whirpool)

Ultra Centrifuga (Sorvall Mod RT=~&000B)
3.2.5.~ Preparacidn de Reactivos.
3.2.5.1.-Cultivo Axénico de E. histolytica cepa HMI-IMSS:
Medio de Cultivo TYI-5-33.- Caldo tripticasa.-— Pesar 2 g de
peptona triﬁticasa, 1 g de extracto de levadura; t g de dextro-
sa; 0.2 g de cloruro de sodio; 0.0&6 g de fosfato de potasio mo-
nobdsicoj 0.1 g de fosfato de potasio dibdsico; 0.1 g de cis-
teina; 0.002 g de Acido ascérbico; Q.00228 g citrato de amonio
férrico y 82 ml de agua bidestilada.
Procedimiento: Disolver los reactivos en el orden presentado, en
aproximadamente 40 ml de agua bidestilada, aljustar el pH de
6.8 a 6.9 con hidr4xido de sodio al 1%, llevar después a un vo

lumen de 82 ml con agua bidestilada. Filtrar el medio en papel
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filtro Whatman No 1 y esterilizar en autoclave a 121 libras por

15 minutos.

Suero Bovino Inactivado.—~ El suero se adquirié en los Lab., Mi-—
crolab. Descongelar y llevar a bako maria a S56° £ durante 30 mi-
nutos.
Bolucitn de Vitaminas.— La solucidn se adquirid en los Lab. Mi-
crolab.
Preparacién del Medio de Cultivo TYI-5-33 .— A cada B2 ml de me—
dio, agregar 4 ml de solucién de vitaminas y 15 ml de suero bo-
vino inactivado.
Prueba de Esterilidad.— El medio de cultivo TYI-S8-33 completo,
se deja incubar a 37 ° C durante 24 horas, con el fin de descar-
tar una posible contaminacign.
Calculo de Trofozoitos por Mililitro.— Elegir el tubo con mayor
crecimiento, llevando 1os trofozoitos a una concentracién de 1
ml. El total de trofozoitos se cuenta mediante 1a camara de
Neubauer y pipeta Pasteur con los siguientes calculos:
No X A X C

B
No.— Suma de los 5 cuadrantes

A.-~ Factor para determinar el valor mm® (10).

B.~ Numero de cuadrantes (5}

C.- Factor para determinar el valor por mililitro (1000).
Inoculacién de Trofozoitos al Medio del Cultivo.—Cultivar E.
histplytica cepa HMI-IMSS, utilizar tubos de tapén de
rosca de 15 X 150 mm en los que se calcule 4 X 102 de
trofozoitos por 12 ml de medio. Colocar el tubo elegido en
hielp durante 5 minutos para desprender 1os trofozoitos de

la pared del tubn. Proceder a sembrar incubando a 37 ° C durante



48 horas.

3.2.5,2.- Cultivo de Linea Celular CHO.-

Tratamiento de Material a UWtilizar.- Solucién de Cloralex
al 1:33.- Tomar una parte de cloralex comercial y llevar a 33
partes de agua.

Solucion de Acido Clorhidrice al 1{:é66.—- tomar una parte de
Acido clorhidrico y 1llevar en éb partes de agua.
Procedimiento: Dejar el material en la sblucion de cloralex al
1:33, durante 24 horas, enjuagar B veces con agua corriente y 2
veces con agua destilada, dejar 24 horas en la solucion de HC1
al 1:66, nuevamente enjuagar B veces con agua corriente y 2 ‘ve—
ces con agua destilada. El material de vidrio se esteriliza en
autoclave a 121 libras por 15 minutos.

Solucidn Reguladora de Fosfatos.— Pesar 4.5 g de cloruro de so-
dio, 2.5 g de fosfato de potasio monobdsico y 8.00% g de fosfato
disddico, disolver en 1000 ml de agua destilada.

Procedimiento: En 90 ml de agua esteril, desionizada y bidesti-
A lada, agregar 10 m} de medio F-12 (10 X)j; 2 ml de suero fetal bo
vinos 0.1 ml de mezcla de antibiédticos; I ml de bicarbonato de
sodio al 4.4Z.y 1 m! de L-glutamina. Filtrar con filtro milipore
obteniendo la esterilidad del medio.

Mantenimiento de la Linea Celular.— Elegir la caja con el 100%
de confluencia, retirar el medio del lado opuesto a las células,

agregar 1 m] de tripsina verseno al 0,05%, dejar en un lapso de

1 miputo.
La cantidad de medio que se utiliza depende del
ndmers de cajas sembradas, ya que cada caja contiene

S ml.
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3.3.- Metodologia.—
3.3.1.- Investigacién de la Capacidad de Lisis de E, histolytica
en cultivos de células CHO.- Cultivar 2 X 109 células CHO en
medio F-12 a 37 ® € durante 48 horas y llevarlas a confluencia
del 100%., Simultaneamente hacer crecer B X 104 trofozoitos de
E. histolytica en igual periodo y a la misma temperatura.
Transcurrido este tiempo adicionar por cuadruplicado 2,4, 6 y B
X 104 trofozeitos de amibas a las ceélulas CHO y nuevamente
incubar a 37 ° [+ por 6 horas. Al  término de
este periodo observar al microscopio considerando 2 parametros
1) Adhesidn hacia las célulasy, y 2) Destrucciéen celular, fo—
tografiando la imagen con una camara Olympus BH2, tomar, como
limite de una a cuatro cruces, censiderar éstas como porcentaje
de lisis obzervada, en donde (+) corresponde al 25%, (++) al
S0%, (+++) a 75% y (++4+) 100%.
3.3.2.- Cinética de Lisis de E. histolvtica cepa HMI-
IMSS cul tivadas en presencia de diferentes concentraciones
de S-Adenosil-L-Homsocisteina sobre cultivos de células CHO. El
testigo corresponde a cada concentracidn.
Solucién 10 4Mol de S-Adenosil-t~—Homocisteina.— pesar 0,003844
g de S-pdenosil-~t-Homocisteina, disolver en 10 ml de medio de
cultive TY1-S-33, esterilizar con filtro milipore de No
0.22 Arm. De ella manejar cuatro di ferentes concentraciones
1 4 2.5, 5y 104Mol/ml,
Procedimiento: Cultivar 2 X 10® células CHD en medio F—-12,

llevar al 100% de confluencia en un periodo de 37°C, 48 horas.
Stmultaneamente cultivar trofozoitos de E, histplytica
axénicamente en presencia de 1, 2.5, 5 y 10 M Mol/ml de §-

Adenosil-L-Homocisteina. Incubar los tubes a 3I7°C. Otro testigo
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consiste en adicionar las 4 concentraciones de S-Adenosil-L-
Homocisteina sin amibas sobre 1las células CHO siguiendo el
mismo periodo de incubacidén. Al término de éstos, observar las
placas al microscopio, fotografiar las imaAgenes para
demostrar la adhesion celular, asi como la presencia o ausencia
de lisis.

3.3.3.—-Investigacion del Efecto Citolitico de E. histolytica
cepa HMI-IMSS cultivada en presencia y ausencia de 5-
Adenosil - -Homocisteina sobre células CHH, determinada por la
liberaci 6n de radiactividad y su testigo.

Marca radiactiva en los cultivos de células CHO.-En una casja
de polietileno de 50 ml (marca Nunclo) cultivar celulas CHO,
llevadas al 100%Z de confluencia durante 48 horas a 3I7°9C
despegar de la pared adicionando t ml de tripsina verseno al
0.05% durante 30 segundos. Retirar la tripsina versenn, para
después resuspender en 5 ml de medio TY! sin suers, ni vita-
minas, determinar el numero y viabilidad en la camara de
Neubauer. Marcar radiactivamente con IIT Oxima de Indio,
incubar S minutos a 37°C. Al terminar este tiempo centrifugar a
300 6 a 4°C auranée S minutos y resuspender en 3 ml de medio

TYI. Colocar por cuadruplicado, 2 X 10® células CHD en tubos

de ensaye, a cada serie adicioar 2, 4, & y B X 104
trofozoi tos cultivados con diferentes concentraciones de S~
Adenosil -L-Homocisteina Y sin ella. Incubar todos los

tubos a 37°cC durante 6 horas, transcurrido ese tiempe,

centrifugar por S minutes a 300 6 a 4° c,
retirar el sobrenadante Yy en el sedimento determinar
la radiactividad residual con un contador Gamma

Packard.
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3.4.- AnAlisis Estadistico.— Los resul tados obtenidos se
analizaron por Estadistica descriptiva. Utilizando las pruebas
de Andlisis de Varianza y "t” de Student (7), en donde el valor

de p & 0.05 indicé diferencias estadisticamente significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSICON

4.1.~ Resul tados. -

A) .=

B).~

ey .-

El efecto citolitico que provocan los trofozoitos de E. -
histolytica (cepa HMI-IMSS) sobre las células CHO se en—
cuentra determinado por la presencia de lisiss para poder
observar la ausencia o existencia de este fenémeno, se
realizd el primer experimento de este +trabajo donde el
namero de células CHO permanecidé constante (2 X 10® ) y
las concentraciones de trofozoitos variables (2 , 4 , 6 vy
8 X 10 ).

Los resultados de estos estudios se pueden observar en la
(Fig 1) en donde se detecta que solamente existen fendémenos
de adhesién y minima destruccion celular, por parte de los
trofozoites, independientemente de la concentracion en la
que se encuentra.

Se comprobd en un segundo experimento que la S-Adenosil-~L-
Homocisteina no tiene por si solo ningun efecto citolitico,
para ello se ulitizé este aminvacido en concentraciones de
10 Mol /ml, (esta concentracidén fue en la que se observé
mayor incremento del efecto virulento sobre los trofozoi-
tos) frente a un ndmero constante de células CHO (2 X 10® )
(Fig 2).

Los sigquientes euperimentos se llevaron a cabo con 4
concentraciones diferentes de trofozoitos (2 X 104,4 X 104
6 X 104 , 8 X 104 ) en presencia de cuatro concentraciones
de S—Adenosil -L-Homocisteina (1 , 2.5 , S5 y 10 4Mol/ml; so—
bre 2 X 10% de células CHO marcadas radiactivamente con

IIT Oxina de Indio
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2).-
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Se utiliz¢ uwna concentracion de trofozpitos de 2 X (04
que se expusieron en presencia de cada una de las cuatro
concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina, los resulta-
dos de este experimento mostraron una importante alteracidn
morfolégica previa a la lisis de las células CHO (presencia
de células redondas), esta alteracién fue directamente pro-
porcional a la concentracién del aminodcido. (Fig 3).
En este experimento se utilizéd una concentracién de 4 X 10+
trofozoitos en presencia de las concentraciones de S-Adeno-
sil-L-Homocisteina, los resultados mostraron que las célu-
las CHD tienden a un mayor grado de redondes atén en la me-
nor concentracidn del aminodcido, llegdndose a una lisis
parcial en la ultima concentracién de 104 Mol/ml de S-
Adenosil-L-Homocisteina. (Fig 4).
El tercer experimento se realiz¢ con una concentracidn de
& X 10* trofozoitos/ml bajo las migmas condicipones de con-—
centraciones de S-Adenosil-L~Homocisteina, el resultado de
este estudio mostré un cambhio morfoldgico en las ceélulas
CHO en presencia de la primera concentracién 1.0 mMol/ml de
S—Adenosil~L—Homucisteina y la lisis total se ohservé en la
G&ltima concentracién de 104 Mol/ml. (Fig 5).
En este experimenta la concentracién de trofozoitos fue de
8 X 10* y en la Fig. (&) se pueden observar 1os resultados;
aqui se detectéd un efecto citolitico desde la concentracidén
minima de lS—Adenasil—L—Hnmocisteina (1.0 Mol/ml) siendo
total y mayor en la nltima concentracion (10/1H01/m1).
En la fabla 1 y en la Grafica 1 se muestran los resultados
de la lisis celular (representada en porcentaje!} que fue

provocada par concentraciones diferentes de trofozoitos en
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distintas concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina, vy
en ellos se puede ocbservar que el efecto citolitico fué di-
rectamente proporcional a la concentracién del aminoacido.
En la Grafica 1] se muestran los resultados del experimento
realizado para determinar por radiactividad el efecto cito-
litico de las amibas, este se 1llevé a cabo con diferentes
concentraciones de trofozoitos en presencia de diferentes
concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina sobre 2 X 1o0°
células CHO, se corrid a su vez un testigo al que no se le
indujo el aminpAcido para poder comparar el efecto citoli-
tico de los trofozoitos con y sin S~Adenosil-L-Homocistedi-
nay los resultados observados sugieren gque la lisis celu-
lar es directamente proporcional a la concentracién del a-
minoidcido ¥y del namero de amibas.
Se realizd ademds un Andlisis de Varianza donde F es igual
a28.3 y < igual a 3 con un valor de p £ 0.001 (Yablas II
a Vi,
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Figes L
EFECTO CITOLITICO DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
E. histolytica SOBRE 2 X 102 CELULAS CHO

Y A 2 X 10%, B) 4 X 104, C) 6 X 10* y D) 8 X 10% tro—

fozoitos/ml.
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Fig. 2
EFECTO DE LA S-ADENDSIL-L-HOMOCISTEINA SOBRE
CEL.ULAS SIN AMIBAS

A,B,C,D.~- Muestra el efecto de 10 s#Mol/ml de §-
Adenosil-L-Homecisteina, sobre 2 X 10P  células

CHD sin amibas.



GRAFICA I

EFECTO DE LA S-ADENOSIL-L-HOMO-
(_.‘.{ISTEINA EN LA LISIS CELULAR
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TABLA 1L

PORCENTAJE DE LISIS CELULAR DE ACUERDO A LA CONCEN-

TRACION DE S~ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA

No de  Trofozoitos] Concentracién de S-Adenosil-L-Homocistei{na
de E. histolytical
L. Onﬁol /ml | 2.5,4Mol/ml | S.0NMOL/mL [10.0MOL /L
2 % 10 20 % 30 % 45 X 50 %
4 x 10° 335 40 30, 63
L )
6-% 104 55 &0 &5 a3
8 % 10 40 -] ao 100
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Fig. 3
EFECTO CITOLITICD DE 2 X 10 TROFOZDITOS DE E. his-
tolytica CULTIVADOS EN S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA

A B [ D
A) 1.0, B) 2.5, C) 5.0 y M 10.0 _4Mol/ml de S—Adeno-
8il-L-Homoeisteina.

Fig. 4

EFECTD CITOLITICO DE 4 X 10 TROFOZOITOS DE E. histo

lvtica CULTIVADOS EN S-ADENDSIL-L-HDOMOCISTEINA

A B C D
a) 1.0, B) 2.5 , C) 5.0 y D) 10.0xMol/ml de S-

Adenosil-L-Homocisteina.
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Fig. 5
EFECTO CITOLITICD DE & X 10* TROFOZOITOS DE E. his—
tolytica CULTIVADDS EN S-ADENDSIL-L-HOMOCISTEINA

A B c D

A) 1.0 , B) 2.5 , C) 5.0 y D) 10.0_«4Mol/ml de S-Ade-

nosil~-L-Homocisteina.

Fig. &
EFECTO CITOLITICO DE B8 X 104 TROFOZDITOS DE E. histo-'
lytica CULTIVADDS EN S—ADENDS IL-L-HOMOCISTEINA

A B [ D

A) 1.0, BY 2.5, €Y 5.0 y D) 10.0 4 Mol/ml de S-Ade

nosil-L-Momocisteina.
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GRAFICA II

EFECTO CITOLITICO DE AMIBAS
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TABLA II

RADIACTIVIDAD RESIDUAL DE CELULAS CHO (2 x 10 %)
EN PRESENCIA DE AMIBAS CULTIVADAS CON DIFERENTE
CONCENTRACION DE S—-ADENOSIL-L-HOMOSISTEINA

=14

RUAERD DE{NUKERO TESTIGY Comncentrecida de S-Adesosil-L-Hosocistelna

DETERAIMA] DE

CIONES o JARIMS | ¢ p. a. 1.0 Moljul 25 del/nl 5.0 miol/nl 10.0 _yKol/al
4 [3x 104 1050513 1025,%5 ¢ 343 980.70 1 403 940.75 : 200 §75.% 1 42
q 43104 973 £137 943.75 ¢ 323 910 £ 213 81073 £ 225 90.5 ¢ 101
4 [6x 104 925.28 2220 760.75 ¢+ 40 630 2 3445 460 ¢ 113 400.25 2193
4 |8x 10 845+ 402 W W05 2 92 175 ¢ 56 100.5 » 88

€. 3. = = Czeatas por mmuts,



COMPARACION DE VAHIANZRA

TARILA TIIXI

NURERU DE{NIMERD TE57160 Concentraciob 8e S-hdewvocil-l-Komoctislerne
DETERNINA| DE
CINES o MBS | ¢ opom L0 alfal 15 il MO il | WO kol

2 x 1045 = 104039.66

§3 = 4b448.25

{0285, b.888)

§3 - $4v6 91

LR R ]

53 = 22795.5¢

VLY, 3.3

§2 = Ju3dt 91

fLvals 16450

4x 10453 = 738765

§3 = 10006058

¢ 1935, 225.73)

5% = 17668

LM, 3.3

5% = 0028.91

¢ (173 . 91,851

§3 = 15013.66

* s, 3381

6 x 10957 = 19205.50

§% = 22768.51

§% = 4bol4 9%

3% = 3.6

§2 = 1458858

' L0176 . 4.28)

*LOTS k2 L%, 30 tLue. 40 tLugE, 1LT6
§ x 104)5% = 63954, b6 §3 « 17660.00 § = 3343.58 CRl ¥ §2 - 3036.33
¢ (0033, .Bu2) L0 A 11} L, LTS

t. p. & = Cuentes por mibwis.
'

Interviios de Confiauza entre Coucentracioues ge S-hdeuosii-l-Humocisieiva ¥ uoerv de amibas

(452 ge contianzal
S 11)2 Mumero de Trofozodtos y de Testigo,



TABLA IV

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE S—-ADENOSIL-
L-HOMOCISTEINA Y NUMERQ DE TROFCGZQITOS (2 X 10%)

L0 aol/al .3 _mmol/ul 30 adolml 100 Mol/ni

1.0 _hol/al §% = 46449.25 §2 = §4060.91 5% = 2075398 §2 » 7053691
o *(.088 . 21.29) YLz, 7.59) CL97, 1343

2.5 _akol/al §% = 46448.25 52 = 64060. 31 §3 + 22795.38 §2 = 70536.91

T4, 1212 LI 1022, 5.480 ¢L07 L 16.98) IV
5.0 _Miboifel §3 = 46444.25 §2 = §AB60.91 5% s 2275558 33 = 76336.91

'L, ) ¢ (.18, 43.38) “o £ (198, 47.39)
10,0 _~Mol/al §2 5 444485 §3 = 64060.91 57 = 2079558 §7 = 705360

* M2, 10.2) » {057, 139 £ 82, 49T ©l
. Intervaios de Conrianza eatre las Comceatraciozes as S-Ademosil-L-owocisteins.

s 1a comparacion estre 1as Yariaszis de uca masmd Coacaniracion va & ser = I.



TABLA V

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE S—ADENOSIL-
L—-HOMOCISTEINA Y NUMERO DE TROFOZOITOS (4 X 10=)

LD _ksifal 15 pdalinl 5.0 _sdoifel 1.0 arkolinl

1.0 _sdol/al §3 - 108061.56 5% = 17868 §3 = 20028.491 52 a 15213.66
ELE BLm, L5 AT | VO 1] 3 (0096 . 23161

2.5 _kl/al 53 = 108061.58 §% = 17868 §3 = 0026.91 §2 = 16213.66

t (.39, 93.28) "] LN L 1.2 ¢ {058, 19.03)
5.0 ukl/al 5* = 108061.58 5% = 174868 §2 s 20008.91 §% = 16213.66

* (34, 83.22) * (.06, 13.74) "o + {051, 12,50
1.0 _%l/al §* = 108061.58 5% « 17868 §3 = 0028.91 §3 = 16213.60

* (.43, 102.8) 07, B9 LN )] v
v lntervalos de Coutiasza eulre las Coucentraciones de S-idzsos:i-i-Homocisteina.

i Ls comparacaon catre las Yaraaozs de una mism Couceairaciou va 4 ser = 1.



TABLA VI

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE
L-HOMOCISTEINA Y NUMERU DE TROFOZOITOS

S—ADENOSIL-
(6 X 10*)
LDy lolnl 1.5 utoiml 5.0 e lolal 10.0 g Mol/el
1.0 /4llollll 52 . 27768.91 53 = 4661494 32 = 5620.66 33 = 14685.38
"l P LI, 34 A LR ] ©(.041 , 10.036)
L3 pyMelinl 53 = 22768.91 5% = 3bb14.49 §% = 5020.66 $3 = 14685.56
b 031, 7.56) oy P (007, 189 s LE2, 486
0 meifel §2 » 22768.91 §7 ¢ 40614.9% 3% = 300096 5% = 14689.38
2,764 £{.58, 13.28) ol G 18b . 45881
10.0 _kol/st 93 » 22768.9t §3 = 4361499 5% » 5020.45 §3 » 14663.38
0 (.09, 5.9 L2, A =0, 535) noy
* Intervalos ds Coutianza eatre las Concestraciones de S-Adenosil-L-Homecisteina.
s

L coaparacién entre las Varianzis de wod wism Coacsatracisn va o zer = L

-1



TABLA VII

COMPARACION DE YARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE S—-ADENOSIL-
L-HOMOCISTEINA Y NUMERO DE TROFCZOITOS (8 X 10<)

1.0 _ukolfal .5 _uholial 5.0 kil 10.0° _uhol/pl

1.0 _aki/sl 5% = 17660.00 §1= 143,58 §2 = 1262 5% = 3095.33
"oy ¢ {012, 21.91) 310045, 1.098) T (001, 287)

LS _ukl/sl §3 = 17660. 00 §% » 3343.50 §% = 1262 53 5 3156.33

¢ (.37, 8152 Ll | . 'L, 5Bl v LLUSE L 24.112) "5‘
5.0 ol/ml §3 = 17660.00 52 = 34358 5% = 1262 53 = 3036.33

895, A8 £ {17, 40.5) ol ¢ (155 . 37.38)
1.0 el §% = 17660.00 5%« 14238 §3 = 1262 © 53 . 3056.33

Y37, 88240 v .07, 16803 t.020 . 5.36) vl
. Intervalos de Cosfiagza entre las Conceatraciomes de S-denosii-L-Homoc:steina.

" 12 comparaciée eatre las Yarwanzas de coa aisma Comcestracidn va 3 ser = 1.
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4.2.- Discusién
Los resultados "in vitro! sobre el efecto citolitico mos—

traron que el incremento en las concentraciones de 5~Adenosil-L-
Homocisteina en los cultives de amibas fué directamente propor-—
cional a la lisis de las ceélulas blanco, en donde la fase ini-
cial, fue un cambio en la morfologia de las células CHO, las
cuales se redondearon y finalmente se lisaron en mayor ndmero
que en los testigos (Fig 3 a 1a &),

Esto sugiere varias probabilidades; a) que la S—Adenosil-L-Homo-—
cisteina incrementd las cargas y la conductancia en la membrana
del trofozoito (como sucede en 10s leucocitos) al adicionar for-—
mil péptidos, esto favorecié el paso de iones calcio y potasio y
con ello la reorganizacion de los elementos contridctiles y con-
secuentemente la fagocitosis, este fenémeno ha sido ya descrito
en experimentos llevados a cabo por el andlogo estructural de la
S-Adenosil-L-Homocisteina, la S-Adenosil-Metionina (10,356,499
51).

El hecho de que el fendmeno de lisis de E. histolytica se lleva—-
ra a cabo en forma directamente proporcional a 1la concentracidén
de S-Adenosil-lL~Homocisteina sugiere que se trata de un efecto
de superficie por lo que se puede inferir, que existen
.receptores en la membrana de E. histolytica para la S-—-Adenosil-—
L-Homocisteina semejante a los que sucede con formil péptidos en
los leucocitos; b)) que la S-Adenosil-L-Homocisteina logra
penetrar a la amiba llevando a cabo su efecto scbre 1a
inhibicidén de las metil transferasas, de tal manera que la fosfa

tidil etanolamina no puede metilarse para formar
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fosfaticolina. Esta modificacién en los fosfolipidos de
membrana, puede facilitar la penetracién de iones calcio y de
esta manera activar las estructuras quimiotdctiles como 1la
actina y la miosina que participan en la fagocitosis (346 , 37) y
€) La participaciéen de la enzima glutaril ciclasa, que en
presencia de GTP forme GBMPc; ésta a su vez degrada la fosfatidil
colina en lisofosfatidil colipa y Acido araquidénico, y como ya
se mencionéd la presencia de S-Adenosil-L-Homocisteina inhibe a
las metiltransferasas, el recambip de faosfolipidos de membrana
facilita la fagocitosis y da una explicacidén al incremento en la
cantidad de lisis de las células blanco como se ohservé en los
resul tados.
£l efecto citolitico se observd solamente en presencia de
trofozoitos, esto fue demostrado mediante el experimento de la
S=-Adenosil ~L-Homocisteina con las células CHO, vy se observe que
el aminodcido no tiene ningun efecto citopdtico sobre las
télulas.
Estos resultados se confirmaron también en forma cuantitativa
cuando las células CHD fueron marcadas radiactivamente con III
Oxima de lndié, fueron lisadas por trofozoitos cultivados con
diferentes concentraciones de S-Adenosil-L~Homocisteina, en
donde el namero de cuentas por minute (c.p.m.) correspondié a la
radiactividad residual demostrandose que la lisis fue
directamente proporcional a la concentracion de S-—Adenosil-L-—
Homaocisteina adicionada a los cultivas vy al numero de amibas -
utilizadas {Tabla ID.
En este trabajo se estudio upo de los pardmetros de virulencia
de E. histolytica como es la fagocitosis, en donde se pudo

ohsaervar que el fenémeno fue incrementado en forma directamente
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proporcional a la concentracidn de S-Adenosil-~L-Homocisteina y
al namero de trofozoitos de E. histolvtiga.

Con ello se infiere que 1la capacidad fagocitica de E.
histolvtica puede modificarse como se demuestra en este estudio
al adicionar diferentes concentraciones de S-Adencsil-L~
Homocisteina, dando la evidencia de la Faculvtad que tiene este
protozoario para comportarse de diferente manéra frente al
huésped, desarrollandose la enfermedad o ausencia de ella en el

mismo.



CAPLITULD V
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CONCLUSIONES
1.- Se estudid el efecto citolitico de E. histplytica cepa HMI-
IMSS cultivada en presencia y ausencia de diferentes
concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina observandese un
incremento en la capacidad fagocitica de las amibas en forma
directamente proporcional a la concentracidén de S-Adenosil-L-
Homocisteina . Este fenotmeno, en forma inicial, fue morfolégico
para posteriormente destruir completamente a las células blanco.
2.= Cuando 1las células CHO fueron marcadas radiactivamente e
incubadas con trofozoitos cultivados con diferentes
concentraciones de GS-Adenosil-L-Homocisteina, el fenémeno de
lisis determinado por la radiactividad liber ada fue
estadisticamente significative con respecto a los testigos en
donde se observé una lisis mucho menor.
3.~ . Al utilizar la mirima concentracien de S-Adencsil-lL-—
Homocisteina (10 _yMol/ml) en cultivos de células CHO, no se di¢
ningin efecto téxico durante el tiempo de incubacién. Por lo que
se puede asegurar que las alteraciones sobre las células CHO son
debidas a las amibas y al efecto de la S-Adenosil-lL-Homocisteina
sobre la virulencia de las amibas.
4, - Se propone que la fagecitosis de las amibas se increments
con la presencia de S-Adenosil-lL-Homocisteina y que el fendmeno
responsable es probablemente combinado, es decirt cambios a
nivel membrana en forma inicial vy en forma posterior cambios
intracelulares por la inhibicién sobre las transmetilasas.
Se puede suponer que el fendmeno de virulencia puede altaerarse
por diferentes factores en donde las sustancias que rodean Ql
protozoario pueden determinar el comportamiento diferente de

é¢ste.
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