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RESUMEN 

Se ha descrito que el zinc, en algunos sistemas, afecta a proteínas del 

citoesqueleto y antagoniza con el calcio. Si estos factores, vitales para la actividad 

de E. histolytica se alteran, su patogenicidad podría modificarse, lo que nos indujo 

a estudiar el efecto del zinc directamente sobre algunas funciones del parásito y 

posteriormente, en el desarrollo del absceso hepático, en un modelo experimental. 

Para el cultivo de los trofozoltos se utilizó medio TYI-S-33 sin zinc o suplementado 

con el metal (.001 - 10.0 mM). La viabilidad, replicación y adherencia del parásito 

a células epiteliales, se evaluaron utilizando las siguientes técnicas: observación 

microscópica de trofozoltos teñidos con azul tripano, incorporación de timidina 

(3H) y ensayos inmunoenzimáticos. 

Los resultados obtenidos muestran que el zinc a 10 mM fue letal para las amibas. 

Al utilizarlo a 1.0 mM la viabilidad fue normal, sin embargo, disminuyeron su 

replicación y adherencia (p <.001) la que permaneció alterada con 0.01 mM del 

metal (p < .01). 

En el estudio electroforético, las proteínas de los trofozoltos normales y de los 

tratados con zinc, fueron similares. Sin embargo, la fluorescencia obtenida 

mediante el reconocimiento de anticuerpos anti-tubulina, se manifestó en 

aproximadamente el 30% de los trofozoltos normales y en el 70% de los tratados 

con el metal. En estos últimos, la distribución de la fluorescencia fue de mayor 

intensidad o de localización más periférica que la de los controles sin tratar, en 

donde la distribución individual fue más uniforme. 
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En el modelo de absceso hepático experimental en hámsters, se observó que la 

administración intraperitoneal de una dosis de zinc, 48 horas después de la 

inoculación intrahepática de los trofozoitos amibianos, inhibió significativamente 

(p<.001) el desarrollo del absceso. 

Resulta evidente el efecto nocivo que el zinc ejerce en la funcionalidad de la 

amiba in vitro. Sin embargo, para conocer la injerencia real del metal sobre la 

respuesta inmunitaria del hospedero se requiere de estudios más profundos, por 

lo que sólo se puede plantear su mecanismo de acción a través de algunos de sus 

efectos ya conocidos, como son: su antagonismo con el calcio, la inhibición de 

prostaglandinas y principalmente, la estimulación de los linfocitos T cooperadores. 



ABSTRACT 

In some systems, zinc has been described to affect cytoskeleton proteins and to 

antagonize with caicium. If these factors, vital to E,hisMyticLa activity, are altered, 

its pathogenicity could be modified. This hypothesis lead us to study the effect of 

zinc directly on some parasite functions and later on the development of liver 

abscess in an experimental model, 

Trophozoites were cultured in TYI-S-33 culture medium supplemented with zinc 

(0.001 - 10.0 mM). Viability, replication and adherence of the parasite to epithelial 

cells were assessed with the following techniques: microscopic observation of 

trophozoites stained with trypan blue, (3H) thymidine incorporation and 

inmunoenzymatic assays. 

Results show that 10 mM zinc was lethal for ameba. The 0.1 mM concentration 

allowed normal viability, however, replication and adherence were diminished 

(p<0.001) and remained altered at 0.01 mM zinc concentration (p<0.01). 

The electrophoretic study revealed that the proteins of normal trophozoites and 

zinc-treated trophozoites were similar. However, fluorescence by anti-tubuline 

antibody recognition was obtained for 30 % of normal and by 70 % of treated 

trophozoites. In the !atter, fluorescence distribution was of greater intensity and 

located more peripherically than in untreated controls where distribution showed 

more uniformity. 
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the experimental hamster model of liver abscess revealed that intraperitoneal 

administration of a single zinc dosis, 48 h after intrahepatic inoculation of amebic 

trophozoites, significantly inhibited (p<0.001) abscess development. 

The noxious effect of zinc on the functionality of amebas in vitro is quite evident. 

Nevertheless, a more profound knowledge of the real effect of the metal on the 

host inmune response requires further studies. Therefore, at present, we can only 

suggest the underlying mechanism of action throug some of its known effects 

which are calcium antagonism, prostaglandin inhibition and, more importantly, 

simulation of cooperative T-lymphocytes. 
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INTRODUCCIÓN 

Eilian=i2a histolytica, es un protozoario ampliamente diseminado que prevalece 

en aquellos paises con problemas socioeconómicos, los que generan en su 

población hábitos higiénico-dietéticos óptimos para el desarrollo de las 

enfermedades parasitarias. Durante el proceso invasivo, la amiba utiliza 

mecanismos certeros y complejos (Fig.1) que actúan de manera directa, ylo á 

través de el aumento o la disminución de la actividad celular normal del 

hospedero, de tal forma, que se permita el establecimiento del parásito y la 

consecuente lesión tisular. De los mecanismos invasores del parásito, la 

adherencia, resulta fundamental para el desarrollo de la enfermedad. 

Adherencia 

La adherencia amibiana, mediada entre otras moléculas por la lectina N-acetil-D-

galactosamina, va seguida de cambios moleculares importantes. Después del 

contacto de la célula blanco con la amiba y antes de que el parásito la destruya, el 

calcio aumenta irreversible y notablemente en esta célula, En tanto que en el 

parásito, el catión aumenta sólo discretamente (1-2). 

El fenómeno descrito, no se observa en la célula blanco en presencia de 

galactosa o de glicoproteinas que portan este carbohidrato en su porción terminal. 

Así, se ha visto que moléculas como la asialofetuina o la asialo-orosomucoide, 

inhiben la adherencia amibiana (3). 
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La adherencia del parásito a la célula blanco, depende también de (a capacidad 

de reconocimiento que obtiene a través de sus receptores, Los microfilamentos de 

E. histolytica son los responsables del movimiento de los trofozoltos y de la 

expresión de receptores en la membrana citoplásmica, al respecto, se ha 

observado que, alteraciones de los microfilamentos producen variaciones en los 

receptores para fibronectina (4), a través de la cual el parásito se une a los tejidos. 

Citolisis y alteraciones de la respuesta inmune 

Existen evidencias de que los microtúbulos, en las células asesinas naturales 

(KIK), intervienen tanto en su fase destructiva como en el movimiento, la forma, la 

endo y la exocitosis (5). Estas estructuras, se han detectado en trofozoltos de E. 

bislolylio en división (6), 

La citolisis de la célula blanco adherida a E. histolytica (Fig.1), depende de las 

lectinas adherentes y de la integridad del citoesqueleto, lográndose la culminación 

del proceso con la participación activa de otros elementos esenciales, como son: 

las enzimas, las proteínas lisosomales, el amebaporo y el calcio (7). 

La fosfolipasa A al hidrolizar diacil-fosfolípidos, genera liso-monoacil fosfollpidos, 

los cuales son tóxicos para las membranas celulares. Los trofozoltos amibianos 

contienen dos fosfolipasas, una dependiente del calcio con actividad optima a pH 

8.5 y otra independiente del catión y con actividad máxima a pH 4.5. 

Otras enzimas amibianas que participan en la muerte de la célula son: las 

colagenasas, capaces de digerir colágena I y III; la protein cinasa C; las cistein 

proteasas, que son las más abundantes en el parásito y tienen como sustratos a: 

colágena I, IV y V, laminina, fibronectina, azocaseina y hemoglobina; la 
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neuraminidasa, que al degradar a la mucina puede liberar al medio ácido n-acetil 

neuramínico (8). 

El amebaporo, polipéptido formador de canales, es probablemente responsable 

de la citolisis por contacto producida por la amiba. Este efecto, se logra mediante 

la inserción de canales derivados del parásito dentro de la bicapa lipidica de la 

membrana celular del huésped, con la inducción de cambios en la conductividad 

jónica (9). 

El calcio, que actúa como cofactor en la unión de la fosfolipasa a la membrana de 

la célula blanco, también se requiere para el movimiento de los microfilamentos y 

en la formación de los canales celulares (9); asimismo, el calcio al unirse a la 

calmodulina regula la secreción de la colagenasa. Por otro lado, se ha observado 

que los antagonistas del calcio pueden inhibir la exocitosis de las enzimas de la 

vesícula amibiana (10), lo cual apoya la importancia de este elemento en la 

progresión del evento citolitico. El calcio es esencial para el metabolismo celular, 

pero el aumento que el parásito induce en la célula blanco tiene un efecto 

deletéreo (1). El lón inicialmente, podria estimular algunas funciones celulares, 

las que posteriormente y debido a la redistribución y/o al aumento del calcio libre 

intracelular se alterarían. Así, por cambios en la permeabilidad de la membrana se 

modifican: su fluidez, actividades enzimáticas y receptores membranales. Un 

cambio en estos últimos podría generar un estimulo adicional o diferente, para 

que la cantidad y el tipo de substancias que libera la célula no sean los normales. 

En algunas células, entre ellas los macrófagos, el calcio asociado a la calmodulina 

actúa sobre microfilamentos, los que al movilizarse originan la extrusión de los 

gránulos y su contenido. Esto posiblemente varíe, si como respuesta a un cambio 

en las señales generadas por la membrana, la acción que ejerce el complejo 

calmodulina-calcio es más intensa o más selectiva. 
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La amiba en su trayecto invasor utiliza mecanismos potentes y muy 

versátiles, que interaccionan constantemente y se sinergizan para lograr su 

cometido. Unos, agreden y destruyen a los tejidos del hospedero para lograr 

su penetración (1,4). Otros, alteran diferentes fases do la respuesta inmune 

(10 - 12). Sin embargo, desde el inicio del proceso su interacción es de tal 

magnitud que impide describirlos separadamente, Entre los primeros 

tendríamos a los efectos ya descritos y que se inducen a través de las 

fosfolipasas, el amebaporo, la colagenasa, la neuraminidasa y las cisteín-

proteasas (1, 2, 7, 8, 13); asociados a estos, se encuentran también los cambios 

que genera al unirse a la fibronectina. 

Se han detectado en el parásito dos receptores de superficie específicos para 

fibronectina, cuyos pesos moleculares (PM) corresponden a 37 y 140 kDa 

respectivamente (4, 14). Esta unión promueve cambios en el citoesqueleto y 

liberación de proteasas amibianas; la subsecuente degradación de componentes 

de la matriz extracelular facilita su invasión tisular. 

La fibronectina, además de favorecer la adhesión de los linfocitos T a través de 

sus receptores CD4, dá una señal coestimuladora para que la proliferación de 

estas células se efectúe. La amiba al unirse a la fibronectina es capaz de 

degradarla, lo que podría traer como consecuencia una alteración en la 

proliferación de los linfocitos T. Los fragmentos de fibronectina degradada, ejercen 

una acción quimiotáctica sobre los monocitos; a su vez la amiba, inhibe la 

locomoción de estas células (15) y genera en ellas una respuesta diferente a la 

normal. Así, la amiba induce a los monocitos a liberar cantidades elevadas de 

prostaglandinas (PGE2) y leucotrienos (LTB4 y LTC4), probablemente, por 

alteraciones en el metabolismo del ácido araquidónico (16) (Fig.la). 
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FOSFOLIPIDOS 

fosfolipasa 

ACIDO ARAQUIDONICO LIPIDOS FUSAGENICOS 

 

ciclooxigenasa/ 	 5-lipoxigenasa 

PROSTAGLANDINAS 
	

LEUCOTRIENOS 

Figura la. Representación esquemática de las vias metabólicas principales, que 
puede seguir el ácido araquidónico al ser liberado de los fosfolipidos de la 
membrana celular. 
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La preexposición de macrófagos, neutrófilos y monocitos a LTB4, aumenta su 

estallido respiratorio (16). Este aumento se ha observado al inicio de la invasión 

amibiana (17) y podría contribuir a la necrosis y a la formación del granuloma, en 

estas etapas tempranas de la inflamación 

La prostaglandina E2 (PGE2) es un potente vasodilatador, que al aumentar el flujo 

sanguíneo favorecería aun más la llegada de células al sitio de la invasión. Esta 

prostaglandina controla el transporte de iones y se ha visto que, en el higado de 

rata, los eicosanoides (PG) inducen una redistribución intracelular del calcio (18). 

El exceso de PGs aumenta el AMPc intracitoplásmico, a lo que también 

contribuyen la CaATPasa y el factor inhibidor de la locomoción de los monocitos 

(FILM) (15). 

Al aumentar el AMPc en macrófagos disminuye el GMP. Esto impide la formación 

del fagolisosoma, debido a que los microtúbulos que participan en ella requieren 

del GMP para su movimiento; consecuentemente, se inhibe el "estallido 

respiratorio" (11, 15) y el mecanismo de fagocitosis se torna rápidamente 

ineficiente en contra de la amiba. 

Los lípidos y los eicosanoides intervienen en la regulación de las citocinas (19). 

Normalmente, en los macrófagos, la interleucina 1 (IL-1) al encontrarse en 

cantidades muy elevadas induce la liberación de PGE2, la que a su vez frena la 

producción de esta citocina (19). Es posible que la amiba al inducir cantidades tan 

elevadas de esta prostaglandina, inhiba de igual manera la producción de IL-1. 

En gerbos con amibiasis, se ha detectado una disminución en la cantidad y en la 

actividad de la IL-1 secretada por el macrófago (11). En estudios realizados en 

células mononucleares humanas in vitro  (19), se ha visto que algunos ácidos 

grasos (eicosapentanoico) y la PGE2 inhiben la producción de la IL-1 y del factor 

de necrosis turnara' (FNT) respectivamente. Esta inhibición se atribuye al aumento 
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del AMPc, nucleótido postulado como un segundo mensajero en la regulación de 

la región llamada respondedora al AMPc, la que ha sido identificada en la región 

5' no traducida del gen del FNT (20). 

La interleucina 2 (IL-2) induce receptores para transferrina en la superficie de los 

linfocitos T cooperadores (Th) y, a través de estos receptores, penetran en ellos el 

fierro y el zinc requeridos para la proliferación celular. La 1L-2, también es 

responsable de la activación de las células asesinas naturales (LAK) (21). 

Recientemente se observó que la producción in vitro de IL-2 humana, se inhibe en 

cultivos de linfocitos que contienen más del 10 % de macrófagos (22); lo que se 

atribuyó a las células T supresoras, generadas en respuesta a la PGE2 derivada 

de los macrófagos (22). En pacientes con absceso hepático amibiano hay una 

disminución de células T cooperadoras y un aumento en las células T supresoras 

(10). El efecto de las células T supresoras aunado a la disminución de IL-1 y al 

aumento de PGE2, podría disminuir la secreción de IL-2 en la amiabiasis invasora. 

Por otro lado, se ha descrito una falla en la síntesis de IL-2 como causa de 

anergia de células T antígeno-especificas (23); ésto podría explicar lo observado 

en pacientes con absceso hepático amibiano, en quienes durante la fase aguda y 

antes del tratamiento, hay anergia especifica para el antigeno amibiano (24). De 

igual manera, en la amibiasis intestinal experimental se presenta una disminución 

en los niveles de IL-2 (Ghosh, Castellanos, Ortiz, manuscrito en preparación). 

En algunos estudios se ha observado que la amiba activa al complemento (25) y 

también, que el parásito es capaz de evadir su acción (12). La proteína de 

membrana celular CD59 o MIRL (inhibidor membranal de la lisis reactiva) que se 

encuentra en linfocitos, monocitos, neutrófilos, plaquetas, células epiteliales y 

endoteliales, bloquea la unión de C8 - C9. La similitud que existe entre las 

secuencias de CD59 y la proteina amibiana de 170 kDa, origina entre ellas una 

reacción cruzada, que inhibe la tisis de la amiba por el complemento (12). 
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La célula B, transformada, produce anticuerpos contra el protozoario. Durante el 

tiempo requerido para que los anticuerpos sean sintetizados, la invasión amibiana 

progresa favorecida por la disfunción de algunos mecanismos inmunológicos 

mencionados con anterioridad; de tal manera que al hacer su aparición los 

anticuerpos, resultan ineficaces para controlar el proceso. Al respecto, se han 

mencionado como mecanismos de evasión: al desprendimiento de porciones de 

la membrana a cuyos antígenos se han unido ya los anticuerpos y a la exposición 

de antígenos nuevos en la superficie de la amiba (26-27). 

La actividad citolitica amibiana, se inhibe con algunas substancias que actúan en 

diferentes fases del proceso. Asl, se han descrito inhibidores de la fosfolipasa 

dependiente del calcio (hidrocortisona, quinacrina) (28-29)); inhibidores de proteln-

cinasa (esfingosina) (1); inhibidores de proteína lisosomal (citocalasina B y D) 

(30); antagonistas Intracelulares del calcio (TMB-8) (29); antagonistas de 

calmodulina amibiana (bepridil) (31-32) y bloqueadores de canales de calcio en la 

célula blanco (verapamil) (30). 

El zinc, es un elemento que interviene en varias funciones de nuestro organismo, 

algunas de ellas tan importantes como lo son: el crecimiento, la fertilidad, la visión 

nocturna, la cicatrización y la inmunidad (33 - 37). En relación con el último punto, 

que se abordará ampliamente en la discusión, mencionaremos que en los 

pacientes con deficiencia de zinc, se han detectado alteraciones inmunológicas 

principalmente a nivel celular como son: linfocitopenia T, anergia cutánea e 

inactivación de la timulina (factor timico sérico), así como disminución en la 

producción de linfocinas y en la actividad de las células asesinas naturales (35 -

37). 
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El metal participa activamente en numerosos procesos metabólicos que incluyen 

la síntesis de DNA, RNA y proteínas (38). Estabiliza la estructura de numerosas 

proteínas, en algunas de las cuales se han identificado sitios específicos de 

interacción proteína-metal (39). En el citoesqueleto, ejerce un efecto directo sobre 

los microfilamentos (40) y en la polimerización de la tubulina (39 - 41). 

Atribuyéndose también a este metal, la capacidad de inhibir en forma competitiva 

algunos efectos del calcio (42-44). 
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HIPOTESIS 

Si el zinc logra interferir con la actividad del calcio y/o alterar la estructura del 

citoesqueleto de E. histolytica, probablemente afecte la capacidad de adhesión, el 

efecto citolitico y en consecuencia, la patogenicidad del parásito. 

q 
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OBJETIVOS 

General 

Este cuestionamiento, y la expectativa de poder participar en la búsqueda de 

nuevos elementos que coadyuven en la lucha contra la amibiasis, motivaron la 

realización de este estudio. En él, los elementos analizados tuvieron como 

objetivo principal, el de poder determinar el efecto del zinc sobre la funcionalidad 

de la amiba in vitro y posteriormente, en el desarrollo del absceso hepático in vivo. 

Particulares 

I. In vitro. Determinar el efecto que el zinc ejerce sobre la viabilidad, la replicación 

y la adherencia de los trofozoltos amibianos. 

II. la vivo. Observar el efecto de la administración intraperitoneal de zinc, en el 

modelo experimental de absceso hepático amibiano en hámsters. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo de E. hátglytirta 

Los trofozoitos de la cepa patógena HM1 :1MSS, fueron cultivados a 37 °C en 

medio axénico TYI-S-33 suplementado con penicilina (100 UI/mI) y estreptomicina 

(100 pg/ml), según el método de Diamond (45). 

Determinación de la viabilidad y la proliferación amibianas, 

Viabilidad 

Los trofozoltos se incubaron en medio de cultivo normal (1 x 10.5  amibas/10 mi de 

medio de cultivo a 37 °C) ó suplementado con zinc (ZnCl2, ZnAc o ZnSO4) a 

diferentes concentraciones (0.01 - 10 mM). Con el objeto de analizar el efecto del 

metal sobre la viabilidad y la proliferación de los trofozoltos, se realizó la 

observación microscópica y el recuento en una cámara de Neubauer con la 

técnica de exclusión con azul tripano, a las 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo (n=30). 

Los trofozoitos colocados en medio de cultivo con 5.0 y 10.0 mM de zinc, se 

observaron a 0.5, 1.0 y 24 horas, o bien, se lavaron con POS (0.15 M y pH 7.4) 

después de haber permanecido 30 minutos en contacto con el metal. 

Posteriormente se incubaron en medio de cultivo normal, durante los tiempos 

antes señalados, con el objeto de estudiar la reversibilidad del proceso. 
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Proliferación 

La determinación de la proliferación amibiana se midió por medio de la 

incorporación de(3H) timidina. Los trofozoltos ajustados a 1 x 106  /10 ml de medio 

de cultivo normal o suplementado con zinc (0.001-1.0), se colocaron en tubos de 

vidrio con tapa de rosca y se incubaron a 37 °C durante 24, 48 y 72 horas; todos 

los cultivos se realizaron por triplicado. Dieciocho horas antes de la cosecha, se 

marcaron con 10 1.JCi de (3H) timidina con alta actividad especifica (Amersham, 25 

CUmmol), Los trofozoitos se cosecharon por enfriamiento (4 °C) y centrifugación a 

150 g por cinco minutos, se lavaron y centrifugaron tres veces y el botón celular 

resuspendido en PBS 0.15 M y pH 7.4, se colocó en placas de plástico de 96 

pozos. Las muestras se procesaron en un cosechador (modelo Brandel 24 V) y la 

incorporación de (3H) timidina se determinó en un contador de centelleo (Packard 

Tri-carb) a las 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo. Los resultados se expresaron 

como el promedio de cuentas por minuto (cpm) ± el error estándar. 

Estudio de la adherencia amibiana a monocapas de células MDCK. 

Los trofozoitos amibianos normales o preincubados con zinc (0.001 - 1.0 mM) 

durante 72 horas, fueron estudiados mediante un microensayo desarrollado en 

nuestro laboratorio. El método está basado en la técnica de ELISA y en él se 

utiliza un anticuerpo monoclonal (C29) dirigido contra una de las moléculas de 

superficie de E, histolytica (46). Las condiciones óptimas para la adherencia de la 

amiba a la monocapa de células MDCK (obtenidas en placas de cultivo de 96 

micropozos con 50,000 células en cada uno de ellos), se obtuvieron con: 50,000 

amibas por micropozo (200 pl) en PBS 2.0 mM y pH 5.7, coincubación durante 15 

minutos a 37 °C y agitación a 75 rpm; los ensayos se realizaron por triplicado. Los 
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trofozoitos adheridos a las células fueron fijados con glutaraldehido 0.25% en 

NaCI 0.15 M, a temperatura ambiente. Posteriormente se bloquearon con 200 pl de 

albúmina sérica bovina (BSA) al 1% a temperatura ambiente durante una hora. 

Las placas se lavaron con Tween 20 0.05% y BSA I% en PBS a pH 7.4 (T-BSA-

P13S). A continuación se agregaron a la placa 50 NI del anticuerpo monoclonal 

biotinilado (C29) anti E. histolytica, diluido 1:400 y se incubó durante una hora a 

37 °C. Las placas se lavaron de la manera antes señalada. Se agregó un 

conjugado de estreptavidina-peroxidasa (1:2,000) y se incubó a 37 °C durante una 

hora; la preparación se lavó nuevamente y por último, se utilizó o-fenilendiamina 

como sustrato. La reacción se detuvo con H2SO4  2.5 N y la densidad óptica (DO) 

se midió a 490 nm en un lector ELISA-Processor (Marburg, Germany). Se 

encontró una relación directa entre el número de amibas unidas a las células 

MDCK y la DO a 490 nm. 

Electroforesis de proteínas. 

Los trofozoitos amiblanos fueron cultivados en medio TYI-S-33 sólo ó con zinc a 

concentraciones de 0.01, 0.1 y 1.0 mM. La cosecha se realizó a las 72 horas por 

enfriamiento (4 °C) y se centrifugaron a 150 g por cinco minutos; se lavaron tres 

veces con PBS 0.14 M y pH 7.4 y se contaron en una cámara de Neubauer. Las 

muestras ajustadas a 20,000 trofozoltosiml, se Usaron por ciclos de enfriamiento y 

calentamiento en presencia de para-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 1 mM y de 

para-hidroxi-mercuri-benzoato (PHMB) 2 mM. Los usados amibianos (20,000 

amibas/carril) se corrieron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 % bajo 

condiciones reductoras y se tiñeron con azul de Comassie (47). 
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Efecto del zinc sobre la actina y la tubulina de E, biatglytica, 

Inmunoelectrotransferencia 

Los trofozoitos amibianos normales y tratados con zinc (O mM,72 h) fueron 

lisados por enfriamiento y calentamiento en presencia de PMSF y PHMB 2 mM y 

se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 10 % bajo 

condiciones reductoras y se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Tiras de 

nitrocelulosa de 3 mm de ancho transferidas con el antígeno amibiano tratado o 

no tratado con zinc, se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-actina 

cadena ligera Kappa de IgG1 murino (ICN lmmunobiologicals, Costa Mesa CA) 

diluido 1:400 en PBS-BSA 1 %; a continuación se lavaron tres veces con 

amortiguador PBS-tween y se agitaron durante 15 minutos. Las tiras tratadas con 

el anticuerpo anti-actina, ya lavadas, se incubaron con un segundo anticuerpo 

anti-IgG1 de ratón (Zimed Laboratories Inc., San Francisco), Posteriormente se 

lavaron en la forma ya descrita y finalmente se reveló la reacción con 

diaminobenzidina como sustrato (48). 

Inmunofluorescencla 

Los trofozoltos amibianos, después de permanecer 24 horas a 37oC en medio de 

cultivo normal o suplementado con zinc (1.0 mM), se lavaron con PBS (0.15 M, pH 

7.4) y se fijaron con una solución de formaldehído al 1.85% + glutaraldehido al 

0.025% en PBS 0.15 M. A continuación se lavaron tres veces con la solución 

antes señalada y se centrifugaron a 150 g durante tres minutos, cada vez. Este 

procedimiento de lavado se repitió, después de transcurrido el tiempo señalado 

para su permanencia con cada uno de los siguientes compuestos: PBS-tritón 

0.05% (15 minutos); azul de Evans 0.002% (15 minutos); glicina 1M (30 minutos); 
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anticuerpo anti-tubulina de ratón 1:10, Amersham (toda la noche a 4 °C); anticuerpo 

biotinilado de conejo anti-ratón 1:200 (dos horas); isotiocianato de fluoresceina-

estreptoavidina 1:500 (dos horas) y finalmente, los trofozoitos se resuspendieron 

en glicerol al 50% para su observación al microscopio de fluorescencia (Zeiss). 

Animales experimentales. 

Después de realizar una serie de ensayos, que implicaron variaciones tanto en las 

cifras del inóculo como en la cantidad y la frecuencia de las dosis del zinc 

administradas a los animales, definimos los parámetros a seguir en los 

experimentos descritos a continuación. En estos experimentos se utilizaron 

hámsters dorados (Mesocricetus auratus) del sexo femenino , con 65 ± 5 g de 

peso y de 7 a 8 semanas de edad (Fig.2); los animales se dividieron en seis 

grupos, tres de los cuales fungieron como controles. Los integrantes de los tres 

grupos restantes, fueron inoculados intrahepáticamente con 1.5 x 106  trofozoitos 

viables de E histolytica (HM1-1MSS) de 72 horas de desarrollo, resuspendidos en 

0,15 ml de medio de cultivo. La técnica utilizada para la inoculación fue la 

siguiente: los animales se anestesiaron por via intramuscular en la cara externa 

del muslo, con 9.4 g de pentobarbital sádico (Anestesall, Smith-Kline & French, 

México) por 100 g de peso corporal. Bajo condiciones asépticas se practicó una 

incisión longitudinal en el abdomen y una vez expuesto el órgano hepático se le 

administró el inóculo con una jeringa de insulina. La incisión se cerró con grapas 

quirúrgicas. El zinc se administró intraperitonealmente a razón de 4 mg/kg de 

peso/ dla, utilizando el siguiente esquema: a) 11 dosis - tres previas al reto 

amibiano y ocho posteriores al mismo (17 animales); b) 1 dosis - se administró 48 

horas después del reto amibiano (10 animales), y c) grupo control - inoculado con 

E. histolylica. y al cual no se le administró zinc (17 animales). 
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Los integrantes de los otros tres grupos que no fueron inoculados con E. 

histoly110, fungieron como controles sanos y se clasificaron de la siguiente 

manera: a) grupo control que recibió 11 dosis de zinc (seis animales); b) grupo 

control que recibió una dosis de zinc (seis animales); c) grupo control normal, al 

que no se le administró zinc (seis animales). 

Los animales fueron sacrificados doce días después del reto amibiano y de cada 

uno se obtuvo sangre, mediante punción cardiaca, para la determinación de 

anticuerpos anti E. histolytira. Los hígados se extrajeron y se determinó la relación 

porcentual del tamaño del absceso con el resto del tejido sano. Fragmentos 

representativos de las lesiones se fijaron con formaldehído al 10% en PBS, se 

hicieron cortes del tejido hepático incluido en parafina y se tiñeron con eosina y 

plata-metenamina (Gomori-Grocott) para su estudio histopatológico. 

Serologia. 

Se utilizaron pruebas de ELISA para cuantificar anticuerpos anti-amiba. Los pozos 

de las microplacas con los lisados de los trofozoitos amibianos (20 pg/m1), se 

incubaron toda la noche a 4 °C. Los sitios inespecíficos de reacción, se 

bloquearon con carbonato-caseína al I% (una hora, 37 °C). En los pozos 

sensibilizados con el antígeno amibiano, se colocaron los plasmas de los 

hámsters (1:100 y 1:200). Después de incubar durante dos horas a 37 °C y lavar, 

se agregó IgG de conejo anti-hámster, repitiéndose los procedimientos de 

Incubación y lavado. La reacción antígeno-anticuerpo se reveló con orto-

fenilendiamina y la lectura se realizo a 490 nM. 

También se determinó la reactividad de los plasmas al antígeno amibiano por 

inmunoelectrotransferencia. En este caso, las proteínas del antígeno amibiano 
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total después del corrimiento electroforético en geles SDS/PAGE, se transfirieron 

a papel de nitrocelulosa. Se colocó el plasma de los hámsters diluido 1:30 y se 

incubó a 4 °C toda la noche, después de lavar se agregó el segundo anticuerpo 

de 1gG anti-hámster biotinilado, se incubó dos horas a 37 °C y se lavó. Se 

adicionó la estreptavidina-peroxidasa (1:750) y después de permanecer dos horas 

a 37 °C, se lavó y reveló con orto-cloro-naftol. 

Análisis estadístico 

La significancia estadística se obtuvo por medio de las pruebas t de Student y 

Mann-Whitney (49 - 51). 
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RESULTADOS 

In vitro 

Efecto del zinc sobre la viabilidad de los trofozoitos de E. 	 histolytiu. 

El efecto que el zinc ejerció sobre la viabilidad de los trofozoitos amibianos, 

incubados con 5 y 10 mM del metal (Fig.3) fue casi inmediato, observándose una 

mortalidad >74 % a las dos horas y > 93 % a las 24 horas, mientras que en los 

controles, las cifras de mortalidad a las dos y a las 48 horas fueron < 10 % y a las 

24 horas de 20 %. 

En los trofozoltos que sobrevivieron, luego de haber permanecido en contacto con 

el metal (10 mM) durante un lapso inferior a 30 minutos, el efecto se inhibió al 

lavarlos e incubarlos durante 72 horas en medio de cultivo normal (Fig. 4) . 

La viabilidad y el número total de los trofozoitos normales y de los que fueron 

tratados con dosis de zinc, que variaron de 0.01 a 1.0 mM, no mostraron diferencias 

importantes entre si, después de permanecer a 37 °C durante 24 horas. A las 48, 

72 y 96 horas de incubación, la viabilidad observada en ambos grupos fue similar; 

sin embargo, el estudio microscópico mostró que el numero total de los trofozoltos 

tratados con las diferentes concentraciones del metal, fue inferior al de los 

controles en todos los casos. Esta observación fue significativa (p<.001) en los 

experimentos en donde se utilizaron dosis de 0.5 (dató no graficado) y 1.0 mM de 

zinc y lapsos de incubación de 48, 72 y 96 horas. La replicación de los trofozoitos 
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tratados con 0.1 mM del metal, también se inhibió significativamente (p<.05)en 

relación con la de los controles a las 48 y 72 horas (Fig. 5). 

Efecto del zinc sobre la proliferación de trofozoitos de E. ~lista, 

La incorporación de (31-1) timidina (cpm), en ambos grupos de trofozoitos, fue 

similar al efectuar la lectura en los cultivos de 24 horas. En los parásitos 

incubados con el zinc durante 48 horas, la cifra de cpm fue menor (p<.01) a la 

observada en los controles (Fig. 6). A las 72 horas, sólo los trofozoltos incubados 

con 1.0 mM del metal continuaron con las cifras de incorporación de (3H) timidina 

significativamente inferiores (p<.001) a las de los controles. Así, observamos que 

1.0 mM fue la dosis de zinc, que resultó persistentemente tóxica para el parásito, 

Efecto del zinc sobre la adherencia amiblana, 

La adherencia de los trofozoltos tratados con el metal a las monocapas de células 

MDCK, se inhibió discretamente (10%) al utilizar dosis de 0.001 mM. En aquellos 

parásitos incubados con 0.01, 0.1 y 1.0 mM de zinc, la adherencia fue de un 30 a 

40 % inferior (p<.001)a la observada (100 %) en los trofozoltos normales (Fig. 7). 
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Estudio electroforético e inmunoelectrotransferencia de trofozoitos de E, 

histolytica tratados con zinc, 

El análisis electroforético de las proteínas provenientes del lisado total de los 

trofozoitos amibianos, que estuvieron en contacto con dosis de 0.01 a 1.0 mM de 

zinc durante 72 horas, mostró un patrón muy similar al observado en el estudio de 

las proteínas obtenidas de los trofozoitos normales no tratados con el metal 

(Fig.8). 

En la inmunoelectrotransferencia en donde se utilizó un anticuerpo monoclonal 

anti-actina, se obtuvo una banda de aproximadamente 46 kDa, patrón que se 

observó tanto en los trofozoltos normales como en los tratados con zinc 1.0 mM 

durante 72 horas (Fig .9). 

Estudio por inmunofluorescencia de los trofozoitos tratados con zinc 

La fluorescencia obtenida mediante el reconocimiento de anticuerpos anti-

tubulina, se observó en aproximadamente el 30% de los trofozoltos normales, 

(Fig.10 A,C) y su distribución individual fue más uniforme, que en las amibas 

tratadas con zinc (1.0 mM). En estas ultimas la fluorescencia, que se detectó en 

más del 70% de los trofozoltos, se localizó principalmente en la periferia y 

eventualmente en el área total del parásito con gran intensidad (Fig. 10 B, D). 
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In vivo 

Efecto del zinc sobre la inducción del absceso hepático amibiano en el 

hámster. 

Los resultados obtenidos en los estudios realizados in vitrQ, que muestran el 

efecto nocivo del zinc en los procesos de viabilidad, replicación y adherencia de la 

amiba, apoyan factores involucrados en el planteamiento de nuestra hipótesis, 

Con base en ello, decidimos observar, in vivo, el efecto que el zinc ejerce en el 

desarrollo del absceso hepático amibiano. 

El desarrollo del absceso hepático amibiano (Fig.11), se inhibió significativamente 

(p<,001 y p<.01) en los animales a los que se les 'administró el zinc por vía 

intraperitoneal (una y once dosis respectivamente). Cabe señalar que la inhibición 

fue mayor con una dosis del metal, dado que sólo uno de los 10 integrantes de 

éste grupo mostró un absceso que abarcó el 20% del órgano hepático; en los 

nueve restantes, esta relación fue inferior al 2%, observándose en tres de ellos 

una inhibición total. En los hámsters que recibieron 11 dosis de zinc, la relación 

absceso-órgano hepático que se observó fue la siguiente: inferior al 20% en once 

de ellos, de 20% en dos y en dos más, los valores que estuvieron entre el 50 y el 

65% se imbricaron con aquellos observados en los controles que no recibieron 

zinc. En los integrantes de éste último grupo, el absceso implicó aproximadamente 

del 40 al 75% del hígado, como se observa en la figura 11 (no se incluyeron los 

datos correspondientes a cinco integrantes de este grupo, que fallecieron como 

consecuencia del absceso antes de la fecha señalada para el sacrificio colectivo). 

La mortalidad secundaria al desarrollo del absceso hepático amibiano, en el 

transcurso del lapso señalado para su sacrificio, fue nula en los animales que 

recibieron zinc, 
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Los hámsters de los grupos control, que no fueron inoculados con trofozoltos 

amibianos y que recibieron una y once dosis de zinc respectivamente, fueron 

sacrificados en el lapso señalado para el resto de los animales. Durante este 

tiempo, no mostraron alteraciones clínicas atribuibles a la administración del 

metal. 

Anatomía Patológica 

En los animales protegidos con la administración de zinc, esto es, con el hígado 

macroscópicamente sano (Fig. 12), el estudio histológico del órgano tampoco 

mostró alteraciones, o estas fueron mínimas, caracterizándose por: congestión 

centrolobulillar o Infiltración linfocitaria escasa, sin células gigantes 

multinucleadas. Los animales protegidos "parcialmente" con el zinc, 

desarrollaron pequeños abscesos en el hígado, los que microscópicamente 

mostraron zonas de necrosis con trofozoltos en su interior, infiltrado 

linfoplasmocitario y, ocasionalmente, acúmulos linfoideos alrededor de los 

microabscesos. Este patrón, magnificado (confluencia de microabscesos, necrosis 

extensa, numerosos trofozoítos) y acompañando de gran cantidad de 

polimorfonucleares, se observó en los animales controles que fueron inoculados 

con E ~yuca y no recibieron zinc (Fig. 13). 

Se estudiaron especímenes obtenidos de los órganos hepáticos 

macroscópicamente sanos, provenientes de los controles normales y de los 

animales que sin haber sido inoculados con el parásito recibieron zinc. En ellos, 

se observó al tejido hepático de características normales en ambos grupos (dato 

no mostrado). 
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Efecto del zinc sobre la respuesta humoral de hámsters Inoculados 

Intrahepáticamente con E. histotylista. 

La cifra promedio de anticuerpos anti-amiba obtenida por ELISA en el plasma de 

los animales normales fue de 0.245 t 0.20, mientras que en los tratados con zinc 

(11 dosis: 7= 0.805 t 0,47, I dosis: 7= 0.829 + 0.28), la cantidad de anticuerpos fue 

menor a la que se detectó en los animales con abscesos hepáticos mayores al 40 

% del órgano, en ellos los valores fueron de 1.014 ± 0,18 (Tabla 1). 

Por otra parte, el análisis por inmunoelectrotransferencia de los anticuerpos 

antiamiba presentes en el plasma de los animales en estudio, mostró que, los 

procedentes de aquellos en los que por efecto del zinc se inhibió el desarrollo del 

absceso hepático, presentaron un patrón diferente al dé los infectados que no 

recibieron zinc, como se aprecia en la Fig. 14. Las bandas identificadas en el 

plasma de los animales protegidos que se presentan en la Tabla 2, fueron, en 

orden de frecuencia, las siguientes: 68 - 54, 44 - 29, 112 - 23 y 51,5 kDa. 

Otras protelnas, identificadas tanto en el grupo protegido por el zinc como en los 

controles sanos fueron: las correspondientes a 88 kDa, muy sutilmente la de 54 

kDa y finalmente, la de 208 kDa; ésta última y las de 116, 46 y 29 kDa, 

principalmente, se observaron en los controles con absceso hepático (Tabla 2). 
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Figura 3. El efecto del zinc sobre la viabilidad de los trofozoítos amibianos incubados con 5 y 10 mlVl del metal, se 
determino mediante observación microscópica y recuento de trofozoítos utilizando la técnica de exclusión con el azul 
tripano. La mortalidad a los 30 minutos fue >50%, a las dos horas > 74% y a las 24 horas > 93. 
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Figura 5. La proliferación de los trofozoitos cultivados en medio axénico solo ó suplementado con diferentes 
concentraciones de zinc, se determinó con microscopia óptica a las 24, 48, 72 y 96 horas. En los cultivos de 48-96 horas, 
el numero de los trofozoitos tratados con el metal fue inferior al de los controles; esta observación fue constantemente 
significativa (p‹.001) al utilizar *LO mM del metal. 
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Figura 6. La incorporación de (3H) E timidina en los parásitos incubados con el zinc durante 48 horas, fue inferior 
(p<.01)a la observada en los controles. A las 72 horas, esta disminución persistió de manera significativa (p<.001) 
únicamente. en los parásitos procedentes de cultivos tratados con LO mM del metal. 
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Figura 7. La adherencia de los trofozoitos amibianos a monocapas de células MDCK, se determinó mediante un 
microensayo (n=12) basado en la técnica de ELISA, en el que se utiliza un anticuerpo monoclonal anti E. histolytica. En 
los trofozoitos incubados con 0.01, 0.1 y 1.0 mM de zinc, la adherencia fue de un 30 a un 40 % inferior (p<.001) a la de 
los controles. 
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Figura 9. inmunoelectrotransferencia. Tiras de nitrocelulosa transferidas con el 
antígeno amibiano tratado (Zn) o no tratado (c) con zinc (1.0 mM-72 h), se 
incubaron con el anticuerpo monoclonal antiactina de IgG murino y posteriormente 
con anti Ig G de ratón, la reacción se reveló con diaminobenzidina.. En ambas 
muestras se obtuvo una banda, de aproximadamente 46 kDa, ligeramente mas 
acentuada en la correspondiente a los trofozoltos tratados con zinc. 
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Figura 10. El patrón de inmunofiuorescencia obtenido mediante el reconocimiento de anticuerpos anti-tubulina fue de 
rrl 

	

	menor intensidad y distribución mas uniforme en los trofozoitos normales.(A,C) En los tratados con zinc (1.0 mM-72 hs) 
se detectó con mayor frecuencia (70%) y principalmente en la periferia, ocasionalmente se distribuyó en lodo el lrofozoito 
con gran intensidad (B, D). Control sin primer anticuerpo (E). 
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!gura 11. El desarrollo del absceso hepático amibiano, se inhibió significativamente con la administración intraperitoneal 
e zinc (11 dosis p<0.01, 1 dosis p<0.001), lo que se hizo aparente al comparar el tamaño que alcanzó en los animales 

inoculados con E. histolytica, que no recibieron el metal. 
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Figura 12. Macroscópicamente se observó una diferencia significativa (p<0.001) en el tamaño de los abscesos entre los 
Pl 	grupos de animales tratados con zinc y los no tratados: A. Grupo control; B. Grupo que recibió una dosis intraperitoneal 

de zinc. 
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Figura 13. Elestudio microscópico del tejido hepático proveniente de los animales, mostró: 1.- en los protegidos 
"totalmente" (órgano macroscópicamente sano) con la administración de zinc (1 u 11 dosis), sólo ligera congestión 
centrotobulillar y/o escasa infiltración linfocitaria; 2.- en los protegidos "parcialmente" (con pequeños ,abscesos), una 
arquitectura caracterizada por zonas necróticas con infiltración de trofozoltos en el interior e infiltrado linfoplasmocitario 
circundante; 3. En los controles inoculados con ElaisigildiRa que no recibieron zinc, se repitió éste mismo patrón 
magnificado y con numerosos polimorfonucleares en los sitios de la lesión tisular. 
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Figura 14. Inmunoelectrotransferencia del plasma de hámsters. Se observan las 
bandas correspondientes a los sitios del antigeno amibiano, identificados por los 
anticuerpos de los hámsters. Alicuotas de integrantes de los diferentes grupos, 
fueron analizadas individualmente y los resultados aparecen en el siguiente orden; 
1 - 3, "protegido" con una dosis de zinc; 4 - 7, "protegido" con 11 dosis de zinc; 8-
10 normales (sanos); 11 - 13, controles con absceso hepático amibiano. 
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Tabla 1, Niveles de anticuerpos anti E. hi5tolylica, detectados en el plasma de 
hámsters, por ELISA. 

Grupo 	 DO (X + ES) 

1,-,  1 dosis de zinc (protegido) 	 0.829 ± 0.28 

2.- 1 1 dosis de zinc (protegido) 	 0.805.± 0.47 

3,..,11 dosis de zinc (no protegido) 	 1.055 ± 0.20 

4.- control con absceso hepático 	 1.014 ± 0.18 

5,- control normal 	 0.240 ± 0.20 

La diferencia entre los grupos 1 - 4 vs. 5 fue significativa, p<.01. 
La cifra de densidad óptica, corresponde al valor promedio del estudio realizado 
por triplicado, ± el error estándar. La metodología se describe en material y 
métodos. 
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Tabla 2 Inmunoelectrotransferencia. Reconocimiento del antígeno amibiano por el 
plasma de hámsters de los diferentes grupos experimentales. 

Antígeno 	hámsters inoculados con E. histolytica 
amibiano 

kDa 	1 dosis Zn 	11 dosis Zn 	controles c/absceso 

% 	 % 	 % 

normales 

70_ 

208 100 50 100 33 

112 33 50 0 0 

88 33 75 0 33 

68 100 75 0 0 

54 100 75 0 33 

51.5 33 25 0 0 

46 100 25 100 0 

44 66 50 0 0 

29 66 50 66 0 

23 33 50 66 0 

El porcentaje señalado en las columnas, corresponde a la frecuencia del 
reconocimiento que mostraron los anticuerpos de los hámsters por las diferentes 
fracciones del antígeno amibiano. Las alicuotas colocadas por triplicado, se 
estudiaron de manera individual, como puede verse en una parte representativa 
de este estudio, que aparece en la Figura 14. 
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DISCUSION 

Los resultados que aquí se presentan, indican que el zinc ejerce un efecto 

importante sobre la adherencia y la replicación de E. hiltolyka. El crecimiento de 

las amibas a las 72 horas con dosis que no afectaron su viabilidad (0.01 - 1.0 

mM), fue menor que el observado en cultivos de amibas en ausencia del metal. 

Con dosis mayores del mismo (5 - 10 mM) la mortalidad fue evidente a los 30 

minutos; éste efecto se inhibió cuando dentro del lapso señalado, los trofozoltos 

lavados se recultivaban en medio de cultivo normal sin zinc. 

Posibles mecanismos de acción del zinc sobre los trofozoitos de Ei  

h• tsoty_ti4a 

Dado que el efecto letal se inhibió, podríamos suponer que: existe un recambio 

constante del metal, la unión del zinc puede ser reversible, o bien, que los sitios 

de unión del zinc involucrados inicialmente, sean de fácil acceso. Al respecto, 

sabemos que el zinc tiene una gran afinidad tanto por la histidina (H) como por la 

cisteina (C) (52-54) y que E. histolytica, expresa una proteína de superficie de 29 

kDa rica en cisteina, denominada histolisina (13,55). El zinc podría permanecer en 

la superficie y generar cambios directamente sobre la membrana y/o hacia el 

interior del trofozoito, a través de señales emitidas, Otra posibilidad es que el zinc 

difunda sólo o que sea transportado al interior del parásito unido a la cisteina, 

como sucede en el intestino (56). Ya en el interior tendría la posibilidad de 

interactuar con los ácidos nucleicos, de una manera indirecta por mantener el 

contacto entre las proteínas que se unen al DNA, o bien directamente como lo 

hacen en algunas células (55-57) los dominios llamados "dedos de zinc" (los 

cuales son secuencias de siete aminoácidos {2H, 2C y 3 aminoácidos 

hidrofóbicos} que están siempre en idénticas posiciones y que forman una asa 
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alrededor de un ión de zinc, al que se unen por 2H y 2C). Asimismo, debemos de 

tener presente el efecto que ejerce el zinc, sobre otras proteínas similares a las 

del parásito (58 - 59) y sobre el calcio, al que puede antagonizar o desplazar de 

algunos de sus sitios de unión (44). 

En el estudio de inmunoelectrotransferencia, la detección de la banda 

correspondiente a la actina es clara y coincide con el peso molecular que se le 

atribuye (46 kDa). Lo anterior se expresa de manera similar tanto en los 

trofozoltos normales corno en los tratados con el metal. 

Si bien es cierto, que tanto en el estudio electroforético como en la 

inmunoelectrotransferencia, no se observaron diferencias entre las proteínas de 

los trofozoltos tratados con zinc y los normales, es factible que las proteínas estén 

presentes en ambos y que los cambios inducidos en ellas por el zinc se den 

principalmente en su conformación y/o en su función (58 - 60). De acuerdo con lo 

anterior, una alteración en las proteínas que forman los microfilamentos 

amibianos, V. gr. actina, podría reflejarse en la expresión de receptores (4), o de 

otros modificadores celulares. 

El hecho de que la fluorescencia emitida por la tubulina, sea mayor en las amibas 

tratadas con zinc que en los controles, refleja un aumento en su polimerización, la 

que posiblemente esté alterada, dado que la replicación de los trofozoltos tratados 

con el metal disminuyó. La polimerización ocasionada por el zinc, le puede 

conferir a la tubulina una estabilidad tal que interfiera con la replicación, proceso 

dinámico que requiere para su progresión de la polimerización y despolimerización 

de la proteína. Por otra parte, Larsson (60) observó que la tubulina al 

polimerizarse en presencia de zinc, forma láminas y no microtúbulos. La 
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posibilidad de que un fenómeno parecido hubiera ocurrido en los trofozoltos, 

podría explicar el efecto del zinc sobre las amibas. 

La alteración de las estructuras del citoesqueleto, además de su posible efecto 

sobre la replicación, podría originar modificaciones tanto en la forma y el 

movimiento, como en la exocitosis y la expresión de receptores en la amiba. Estos 

últimos factores, son los responsables tanto de la transmisión de señales al 

interior del parásito, como de la adherencia a la célula blanco; de tal manera, que 

aún cuando los eventos principalmente afectados por el metal fueran la replicación 

y la adherencia, esto podría ser suficiente para que se logre limitar la capacidad 

de penetración tisular del parásito. Sin embargo, es importante realizar estudios 

más profundos y específicos para precisar la participación del zinc en la estructura 

y función del citoesqueleto amibiano; así como del efecto que ejerce sobre el 

calcio,, elemento que además de ser esencial para la actividad del amebaporo y la 

fosfolipasa del parásito, participa en la dinámica de las proteínas del citoesqueleto 

yen la citotoxicidad y lisis de la célula blanco (9-61). 

Al observar el efecto nocivo que el zinc ejerció sobre la amiba in dm, decidimos 

investigar si esta alteración en las funciones de replicación y adherencia del 

parásito, podría alterar su virulencia. Para ello, se estudió la utilidad del ión in vive, 

como un posible inhibidor de la formación del absceso hepático en hámsters 

inoculados con E, histolyfiGg. 

La administración de zinc por via intraperitoneal, inhibió significativamente la 

formación del absceso hepático, en los animales inoculados intrahepáticamente 

con 1.5 x 106  trofozoltos amibianos viables. Este efecto se observó en los dos 

grupos que recibieron el metal, pero definitivamente, los mejores resultados se 

obtuvieron en los animales a los que se les administró exclusivamente una dosis 



de zinc 48 horas después del reto amibiano. El grado de inhibición que se logró en 

tres de los integrantes de este grupo fue absoluta, en seis el absceso ocupo una 

superficie menor al 2% del órgano hepático y sólo en uno, el absceso fue de 20%. 

En ningún caso se detectaron efectos secundarios atribuibles a la administración 

del zinc (1 y 11 dosis). 

Al analizar el plasma de los hámsters por el método de ELISA, no hubo 

diferencias significativas en los niveles de anticuerpos antiamibianos entre las 

cifras de los animales protegidos con una u once dosis de zinc y finalmente, los 

niveles más elevados de anticuerpos se detectaron en los animales que 

desarrollaron abscesos que afectaron al órgano hepático en más del 40%, sín 

importar, si hablan recibido (n=2) o no (n=12) el metal. 

El aumento de anticuerpos observado en los animales que presentaron un mayor 

daño hepático, muestra la ineficiencia de estos elementos de la respuesta inmune 

frente a la invasión amibiana. Podríamos suponer, que la producción de 

anticuerpos inducida por este estimulo antigénico sostenido, sobre la célula B, 

resulta: 

-Poco oportuna. Mientras las inmunoglobulinas son sintetizadas, el proceso 

invasivo del parásito progresa. 

-Insuficiente. Posiblemente por alteraciones en la función de las células Th, NK y 

macrófagos, como ya se mencionó anteriormente. 

-Ineficiente. Debido a la capacidad de evasión del parásito, ya que entre otros 

mecanismos, muestra la redistribución de antígenos de superficie o es capaz de 

formar casquetes (capping) que libera con facilidad. Al respecto, se pensó que el 

zinc dada su influencia sobre el calcio y los microfilarnentos, pudiera inhibir el 

"capping" amibiano y favorecer de esta manera la acción de los anticuerpos. Sin 
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embargo, los ensayos que realizamos con tal fin (datos no incluidos) no han sido 

concluyentes. 

Desde el punto de vista cualitativo, el reconocimiento de moléculas de la 

estructura amibiana obtenido por inmunoelectrotransferencia mostró diferencias 

entre los dos grupos. Los anticuerpos provenientes del plasma de los animales 

protegidos con el zinc, reconocieron antígenos amibianos que participan en la 

destrucción tisular: 29, 68 y 112 kDa (55, 62 - 63), de éstos, los dos primeros son 

proteasas ricas en cisteina, aminoácido por el cual el zinc tiene gran afinidad (52-

54). Algunos de los antígenos identificados, participan también en la adherencia: 

51.5 y 112 kDa y las proteínas ricas en serina que corresponden a 52 y 46 kDa; 

éstas últimas son reconocidas, también en el 82 - 90% de los pacientes con 

amibiasis invasora (64 - 65). Asimismo, reconocieron una banda de 23 kDa, que 

corresponde a una hemolisina con actividad de fosfolipasa (64). Si los anticuerpos 

dirigidos contra estos antígenos fueran eficientes, podrían controlar la invasión 

amibiana, al bloquear proteínas de adherencia y penetración tisular. 

Una vez planteados los posibles mecanismos, que pudieran explicar el efecto 

deletéreo que ejerció el zinc sobre los trofozoltos amibianos in vitro, y después de 

haber analizado en el capitulo correspondiente a la introducción, los principales 

sucesos invasivos y evasivos del parásito en el huésped, trataremos de señalar 

algunas de las actividades del zinc y su posible participación en la protección de 

la enfermedad hepática amibiana. 

En condiciones normales, el hígado juega un papel importante en el metabolismo 

del zinc, captándolo rápidamente después de su absorción por el intestino. 

53 



En hepatocitos en cultivo, se vió que el zinc puede ser captado aislado, unido a la 

albúmina ó en mayor proporción a la histidina. Esto se logra por un camino 

saturable y con alta afinidad (66) 

En situaciones de stress (respuesta inflamatoria de fase aguda) lL-1 ayuda a que 

disminuya el zinc circulante y se redistribuya en el hígado, en donde se utiliza para 

la síntesis de las proteínas requeridas en ésta situación (67). 

El zinc pudo haber favorecido el control de la invasión amibiana, a través de su 

participación en algunas de las etapas, que intervienen en los siguientes 

procesos: 

1. inactivación del parásito. 

II. Inducción de la inmunidad en el huésped. 

Hl. Protección de la célula blanco. 

1. Inactivación del parásito. 

En los animales que recibieron 11 dosis de zinc (dos previas al reto amibiano 

intrahepático), el metal pudo haber ejercido sobre la amiba, al momento de su 

llegada, alguno de los efectos observados in vitro (inhibición de la replicación y de 

la adherencia, alteraciones del citoesqueleto) los que aislados o en conjunto 

podrían inactivar al parásito. Sin embargo, ésto no pudo haber sucedido en los 

que recibieron una dosis de zinc después de la inoculación amibiana, ya que la 
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inhibición de la adherencia o la replicación a las 48 horas de iniciada la invasión 

amibiana, podrían ayudar en el mejor de los casos a evitar su extensión, pero no a 

revertir el proceso. Para lograrlo, debieron haber intervenido mecanismos 

diferentes, 

lb Inducción de la inmunidad en el huésped, 

1, Disminución de prostaglandinas y producción de citocinas. 

El zinc a través de la inactivación de las fosfolipasas (42, 68 - 69), posiblemente 

disminuya la actividad citolítica del parásito e impida la generación del sustrato 

(ácido araquidónico) para la síntesis de prostaglandinas en las células (70). 

La deficiencia de zinc se relaciona, con unas cuantas excepciones (71-72), con un 

aumento de prostaglandinas: en preparaciones tisulares los suplementos de zinc 

generalmente parecen disminuir la sintesis de PG (73). En ratones NZW/W, la 

síntesis de PG en el hígado y en el riñón, asociada con enfermedades 

autoinmunes, se inhibe con 160 mg M/Kg de dieta (74). 

El zinc aumenta la producción y la secreción de TNF alfa e ILI en fagocitos 

mononucleares (75); revierte así, el efecto supresor que el factor de crecimiento 

beta (TGF11), las alfa globulinas y la PGE2 ejercen sobre la secreción del TNF 

alfa. Al descender las PGs podría haber una disminución simultánea de células T 

supresoras, eventos que favorecerían la secreción de IL-I, IL-2 Y TNF (19 - 22). 
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2, Activación celular, 

Macrófagos. 	En el párrafo anterior, mencionamos como el zinc puede 

afectara las prostaglandinas (42, 68, 69, 70). Al disminuir la PGE2, los niveles tan 

elevados de AMPc asociados con ella, pueden descender. Al hacerlo, aumenta el 

GMP que es requerido para la formación del fagosoma y la subsecuente 

activación del estallido respiratorio. Por otra parte, la generación y liberación de IL-

1 y TNF alfa al no existir la inhibición que el aumento tan exagerado de PGE2 y 

AMPc ejercen en la producción de IL-1 y TNFalfa, estos podrían ser generados y 

liberados para actuar. 

Linfocitos. 	La IL-1 estimularía la proliferación de las células T 

ayudadoras (Th) y la liberación de IL-2. El aumento de 1L-2 estimula la aparición 

de receptores para transferrina, que permiten el paso de zinc y fierro al interior de 

la célula, finaliza el desarrollo de linfocitos Th y puede activar a las células 

asesinas naturales (NK) (42). Las NK además de poder interactuar con los 

anticuerpos (citotoxicidad mediada por anticuerpos), secretan interferón gamma 

(lf-y) que es amebicida (76). El zinc es capaz de actuar como mitógeno, 

principalmente de linfocitos Th (35, 38, 40, 77 - 78), tarea en la que puede ser 

auxiliado por IL-I y timulina (79 - 80). 

Timulina. 	El factor tImico sérico (FTS) debe unirse al zinc para expresar 

su actividad biológica. La timulina (FTS+Zn) induce la diferenciación intra y 

extratimica de las células T (79-80), lo que favorecerla a los mecanismos de 

proliferación ya discutidos. 

Sabemos que el zinc en bajas concentraciones, es capaz de estimular la actividad 

de monocitos y linfocitos (35, 38, 75, 77-79), lo que se ha podido observar tanto in 
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vitro,  corno in vivo.  Así, el zinc generará un estímulo en los mononucleares, sólo 

cuando la disminución del metal esté ligeramente por debajo de su valor sérico 

normal; como sucede en la respuesta de fase aguda (67). Si la disminución es 

sostenida por lapsos superiores a dos semanas, o es muy intensa, sucede lo 

contrario y el metal ejerce un efecto inhibidor. Esto lo pudimos constatar en un 

estudio previo (80) realizado en pacientes con cirrosis hepática por alcohol; en 

ellos, los valores circulantes del metal (50 + 3.3 pg/d1) fueron inferiores hasta en 

un 40% a los detectados en la población adulta normal (86 + 4.5 pg/dl) y la 

respuesta de sus linfocitos al estímulo con diferentes mitógenos, se observó 

francamente disminuida. 

Los niveles de zinc superiores a los normales sostenidos durante un lapso 

superior a ocho días, pueden tener un efecto depresor en la inmunidad (81 - 83). 

En intestino y hepatocitos disminuye su captación pues el sistema de transporte 

es saturable (66), pero si se utiliza otra vía de administración, o la oral continua, el 

zinc se volverá a absorber en cuanto el intestino y el transportador respectivo 

queden libres del metal, de ésta manera los niveles en el organismo podrán 

permanecer elevados. 

Así, se ha observado en humanos, que dosis de zinc cinco veces superiores a la 

ingesta normal durante más de ocho días, produce una disminución en la 

quimiotaxis y la fagocitosis (81 - 83). Más tardíamente (15 días) disminuye la 

proliferación de las células T (83). Se ha mencionado que la estimulación crónica 

del linfocito T da lugar a IL-2Ralfa, la cual disminuye la concentración de IL-2 

celular (23). 
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III. Protección de la célula blanco. 

1, Interferencia con el ión calcio. 

El zinc puede enlazarse con algunas de las proteínas que unen y/o transportan 

calcio (84 - 87); éstas, en ocasiones, tienen una afinidad mayor por el metal que 

por el calcio (39,86) y pueden tener sitios de unión para el zinc (84 - 85). 

-Calregulina. En el hígado de bovino, la calregulina se encuentra cinco veces más 

concentrada que la calmodulina y en ella existen un sitio para unir al calcio y 14 

para unir al zinc (85). 

-S-100. Al interacción la S-100 a través del calcio o del zinc con proteínas 

asociadas a microtúbulos, participa en su ensamble y desensamble (87). De esta 

manera, el bloqueo de algunos sitios para el calcio ó la unión del zinc a receptores 

de una proteína, puede disminuir ó modificar su actividad, En ocasiones, al 

impedir que proteínas transportadoras se unan al calcio, se nulificará la actividad 

que este complejo ejerce en diferentes estructuras de la célula. 

-Canales de calcio. A través del amebaporo se induce un aumento del calcio en la 

célula huésped (9) y se originan corrientes de voltaje (N, L, T), que son activadas 

por el calcio y pueden ser bloqueadas por el zinc (88 - 89). El metal se une 

principalmente a las de tipo T, posiblemente porque los sitios de unión son de más 

fácil acceso y lo hace más fuertemente -que el calcio. Así el zinc, podría mantener 

a los canales de calcio cerrados iónicamente durante más tiempo (como sucede 

cuando se activan receptores inhibidores), lo que evitarla la lisis celular. 
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2. Estabilización de membranas. 

La lesión celular causada por stress oxidativo, implica un aumento de OH y Ca 

intracelular, los que al activar nucleasas y proteasas fragmentan al DNA y alteran 

proteínas del citoesqueleto. Finalmente se induce la peroxidación lipidica, que la 

mayoría de las veces es un evento tardío acompañante, más que causante, de la 

muerte celular (90), Chvapil propuso que el zinc reduce la peroxidación lipidica y 

estabiliza las membranas a través de mecanismos que disminuyen la oxidación de 

NADPH (91 - 92). La estabilización de la membrana por este mecanismo se ha 

visto en plaquetas (92 - 93), leucocitos (94) y lisosomas hepáticos (95 - 96). 

De acuerdo con el efecto inhibidor del zinc en el desarrollo del absceso hepático 

que se observó en este estudio, podemos inferir que: 

-En los animales que recibieron una dosis de zinc 48 horas después del reto 

amibiano, al parecer, se logro el estimulo desencadenante de algunos de los 

mecanismos defensivos, que en condiciones normales no logran frenar al 

protozoario. 

-En los animales que recibieron once dosis de zinc, éste estimulo empezó a 

resultar excesivo lo que pudo ocasionar la incipiente depresión de la respuesta 

inmune. Esta a su vez, favorecerla la invasividad tisular amibiana lo que 

suponemos al observar en el grupo de animales que recibieron 11 dosis una 

mayor formación de miniabscesos y finalmente por la magnitud del absceso que 

desarrollaron cuatro de los integrantes de este grupo (Fig. 11). 

Tenemos ante nosotros varias áreas de interés, que han recibido poca o ninguna 

atención para su estudio, lo que debería intensificarse. Estas incluyen: 

59 



1) A los mediadores inmunológicos que modifica el protozoario para lograr su 

evasión y que también podrían ser utilizados por otros parásitos V.gr. 1L, PG, LT. 

2) A los mecanismos que hipotéticamente señalamos como impelidos por el zinc, 

interacciones, que podrían ser también modificadas por algunos otros factores 

para lograr el control de la invasión amibiana. 

No podemos dejar de pensar de una manera extrapolable y aplicativa, en la 

utilidad que la administración de una sola dosis de zinc, exenta de efectos 

colaterales nocivos, pudiera tener para ayudar a controlar la enfermedad en el 

humano. De no resultar útil como un "antiamibiano" aislado, pudiera actuar como 

un auxiliar de otros fármacos o como un "adyuvante" en las manipulaciones 

inmunológicos, encaminadas a conferir protección contra la amiba y posiblemente 

a evitar algunos otros procesos patológicos en el huésped. 
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