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INTRODUCCION

1:1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El patron isoenzimatico de Entamoeba histolytica ha sido considerado como un pqré-
metrode virulencia por diferentes autores (18,20,27,31,32,38,40).

En otros eéstudios realizados, se demostré que éste podia modificarse (43), coincidien.
do con otras personas durante lo axenizacion de cullivos monaxénicos [ 0,3,9, 25.]26,'39}; -
eliminandose o correlacién entre uno amiba invasora y un determinado zimodermo, -Sin
embargo, en fechas recientes no se ha podido reproducir fos resultados de este modifica
cibn, corrobordndase la estabilided del perfil isoenzimatico (6,16,17,27),

La parcial caracterizacion de la hexocinasa (7} unu de las isoenzimas que se utiliza~ ~
para diferenciar cepas patégenas de los que no la son, mostré similitudes en su estructy.
ro en ambas cepas, ounque el corrimiento isoenzimatico es diferente en cado una de
ellas, Infiriendo que la electromovilidad podria estar influenciado por otros pardmetros,
Entre ellos los condiciones de cultivo en dande io presencia de bacterias fue determi —
nante (24); Pues como se ha descrito el 2imademo o patrén iscenzimético de la bérxoéi-,
nose cambio durante la axenizacién, e

Otro. fuctor que puede infiuir es el relacionado a las candiciones nutricionales del ~-
medio de cultivo; asl se ha demostrado un incremento de las enzimas modificando la -
virulencla del protozoario cuando fueron cultivadas en presencia de colesterol {19).

Otro posible factor es la heterogeneidad enzimdtica que se puede presentar en lg -
fosfomonocesterasa (1) y mds oun ol fagocitar bocterias puede retener sus enzimas, es-
pecificamente hidrolasas bacterionas para producir hidrigeno, Oe ohi se explica ta ~
susceptibilidad de Entamoeba histolytica a los agentes oxidantes [14). Por otro lado -
fa importancia de crecer en presencia de bacterias se relaciona con la virulencig de ~—
Entamoebao histolytica pues los trofazaitos cultivados axénicamente la incrementan —
cuando se les udiciona estos microorganismos o cuando se inaculan en el higado del -~
hamster (46),



Una de las explicaciones que se prapanen es que probablemente el DNA ‘de’las bac-.
terias se incorpora temporalmente al protozoario y esta modificacidn es suficiente —

para justificar estos hechos,

Por otro lade Entamoeba histolvtice cuenta con un nimera muy importante de en-
2imas focalizadas en o membrana y en el citoplasma de ellas, y estus son capaces de

degrador sustratos como el caldgeno (29),

Entamoeba histolyticu es un protozoario con capacidades enzimaticas muy particy
lares sobre todo en el mecanismo de carbohidratos (315,36), como al utilizar pirofosfa-
to para fosforilor a la Fructosa 6 P y formar Fructosa 1,6 difosfata medionte la Fos -
fofructocinaso dependiente de pirofosfato (E.C.2.7.5,1.90} en lugar de erplear ATP -
(E.C.2,72.1.11). Con éste descubrimiento se realizaron estudios seiialanda que la Fos -
fofructocinasa amibiana dependiente de Pirofosfato inorganico (E.C.2.7.1,.90] puerde ~
ser inhibido por andlogos de Pirofosfato inorganico travendo como consecuencio una

disminucion en su viabilidad {12).

Por otro lado se ha descrito al Colopahtie (Zanthoxylum liebmanniarum), planto -

medicinal del Valle de Puebla como uno de las utilizadas en el tratamiento de la in -

feccion amibiana, En bose o esta informacion adquirida se motivé el interés por -—-
realizar estudios de un efecto amebicida especifico en los extractos de su corteza ~—
para corroborar su accién farmacoldgica antiamibiana sugerido por un conocimiento~

empirico popular,

2,



1.2 OBJETIVOS

1, Investigaer el posible efecto letal de dos concentraciones de. 10 rmetabolilos —
agislados de Zanthoxvium liebmanniarum sobre cultivos axénicos de Entamoeba

histolytica,

2, Investigar el posible efecto de seis concentraciones de jos anélogqs de Pirofos-
fato, los cuales se postula inhiben a /a enzima Fos/’afrudocinasa dependiente
de Pirofosfato lo cual ocasionard alteracion en la via glicolitica y por lo tanto
producird un efecto téxico sobre los trofozoitos.

3, Investigar las posibles alteraciones isoenzimaticas que se refiejen en la elec -
tromovilidad de la Fosdoglucomutasa (E.C.2.7.5.1) interpretando que éste po -

dria ser una consecuencia del efecto letal producido en los trofozoitos de -
Entamoeba histolytica,

1.3 HIPOTESIS

Los extractos de Zanthoxylum liebmanniarum tienen un efecto letal sobre los cul-

tivos de trofozoitos de Entamoeba histolytica que se manifiesta por cambios en el
patrén electroforético isoenzimatico especificamente de la Fosfoglucomutasa —
(£,C.2.7.5.1),

3,
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ANTECEDENTES

2,1 AMIBIASIS.

Entamoeba histolytica fue descublerta por el Dr. Friedrich Ldsh (21] en las heces
de un paciente varén con disenteria, en San Petesburgo, Rusia. Elinvestigador si —
guiendo fos postulados de Koch logré reproducir 1a enfermedad en perros, sefialando
a Entaroeba histolytica como la responsable de la disenteria amibiana,

En 1903 Fritz Schaudinn {41) presisé ain mas los caracteres estructurales de —
Entarnoeba y la denominé histolytica por su capacidad para lisor tejidos. Este ---
protozoario presenta diferentes fases en su ciclo de vida: Trofozoito, prequiste, -
quiste, metaquiste y trofozoito metaquistico. (13,22). Los quistes tienen importan-
cia porque constituyen la fose infectante del huésped. Las formas mas frecuentes
de transmision son la contaminacidn de alimentos y la transmision de persona a -~
persona. Otro factor importonte cn fa transrision es la forma coro se eliminan -
las excretas en una comunidad. La contaminacidn fecal de fas manos por falta de
higiene y la contaminacion del agua a través del fecalismo al agire libre que lleva -

las heces hacia rios, arroyos o depdsitos de agua mal protegidos. (5,30,43),

Entamoeba histolytica es un protozoario entérico cosmopolita del hombre , —
afecta al 10% de la poblacién mundial siendo la mayor partie portadores asintomé-
ticos, Podria osegurarse que no existe un pais libre de este protozoario. Es el --
responsable de 60,000 muertes anuales en el mundo por lo que constituye un pro--
blema de salud pablica muy importante (45}

Recientemente se ha incluido en este problema a los homosexuales en quienes
este protozoario puede permanecer como comensal o invasor, {3,23),

£n nuestro pais la amibiasis es la protozoosis mas importente, su prevalencia es
ruy variable va de 9.95% a 14% variando de acuerdo a las personas estudidda_s yvlio
tocalidad, (15). - =T



Es por ello que la amibiasis ocupa un lugar relevante como causa de enfermedad y
de muerte. De 5209 autopsias, 8sta ocupo el 70, lugar como causa de muerte, (34),

Entamoeba histolytica puede cursar con o sin manifestaciones clinicas, siendo es-
to un gran problema, pues los trofozoitos pueden permanecer como comensales en la
Juz del intestino sin producir dafo aparente, o invadir el epitelio intestinol pasando a
circulccion y otros orgenos por razones desconocidas. Apesaor del numero y lu calidad
de la investigacién los mecanismos de patogénesis en Etarmocba histolylica continuan
siendo un enigma. (3).

Dentro de la fisiopatogenia de la amibiasis la adherencio mediada por carbohidra-
tos (33) constituye el primer contacto con lus células del huésped para después produ-
cirse una citolisis de la células adheridas por la amiba y finalmente la fagocitosis de -
las mismas asi como globulos rojos.

2,2 ANTECEDENTES DE LA PLANTA EN-ESTUDIO.

El género Zanthoxylum de la familia de las rutéceas, comprende alrededor de 80-
especies, encontradas principalmente en Africa, Ad;tﬁqlia y América, En México se
localiza al Norte y Centro de la Republica has@a"liegqr; al sur de Oaxaca, en Michoa-
can, Hidalgo, Puebla y Chiapas. )

Muchas especies de este género tienen una amplia reputacién como plantas medici
nales en varias partes del mundo, de las cuales se han aislado y caracterizado gran -~
variedad de metabolitos secundarios de interés farmacoldgico,

El Valle de Tehuacdn esta ubicado en el sureste del estado de Puebla y norte de —
Oaxaca; altitud promedio 1,580 m sobre el nivel del mar; clima semiérido; poblacién:
Popolacas y Nahuas. En esta zona se realizé una exploracién etnoboténica de informa
cién bilateral (intercambio de datos y material con la gentel. Dentro de las especies
de uso medicinal se encontré en San Andrés Cacaloapan, Puebla af Colopahtle (Zantho-
xylum liebmanniarum), que en Néhuatl significa "yerba de la lengua®, al masticar su -
corteza produce sensacion de adormecimiento en la lengua.

w



Es un arbusto 6 érbol pequefo de 3-4.5 m de altura, es con.espinas o sin e.\'plnas -
esparcidas, foliolos de 1.3 cm de largo verde amoarlilento 'y granulados con d/entes g
muy pequedos, semillas negras lustrosas y. br/llantes, Presenta act/vldad b:‘ologrca en -

su corteza.

La infusion acuosa de su corteza se ullllzn como remed:o ‘onlra Ia amlbiasis e ln-

fecciones parasitarias mtestmales yen ocas:ones como anestes:co Iac
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PARTE EXPERIMENTAL:

3.1 DIAGRAMA GENERAL

Cultivo axénico
de
Entamoeba his-
tolytica

Preparar diferentes con-
centraciones de las sus-

tancias en medio de cul-
tivo axénico.

Diluciones y adicién de

5X 704 amibas.

Incubar

Contar el nimero de
amibas y viabilidad.

Determinar el Zimodemo.




3.1.1. DIAGRAMA CON ANALOGOS DE PIROFOSFATO

Cultivo axénico Preparar diferentes
de concentraclones de
Entamoeba his andlogos de Pirofos
tolytica fato en medio de
cultivo axénico.
Diluciones por sex-
tuplicado y adicién
de 5 X 10" de amibas.
]
[ 2
Contar el nimero Determinar
Incubar 24 Hrs. de e
amibas y viabilidad, Zimodemo
Contar el nimero Determinar
Incubar 48 Hrs. de el
amibas y viabilidad Zimodemo
Contar el nimero Determinar
Incubar 72 Hrs., de el
amibas y viabilidad Zimodemo




Ui,

3.1.2-DIAGRAMA DEL EXTRACTO CRUDO DE Zanthoxyium lich

. de -
amibas y viabilidad '

Cultivo axénico - Preparar difcrentes
codeli concentraciones del
Entamageba his extracto crudo de
tolytica Zanthoxylum liebmo
nnigrunm,
Diluciones por sextu-
plicado y adicién de
5X IOII de amibas.,
J
Rz
L ; Contar ef nimero Determinar
Incubar 24 Hrs./ -~ [~ de el
B amibos y viabilidud Zimodemo,
e : Contar ¢f nimera |} Determinar
Incubar 48:Hrs.: de ; el
58 S ~amibus y viabilidad 2Zimodemo.
: - i Cantar el niirnero “ Peterminar”
Incubar 72:-Hrs. .} i : el

| Zimodemo.




31.3. DIAGRAMA CON METABQOLITOS AISLADOS DE Zanthoxylum licbmanniarum.

Cuftivo axénico
de
Entamoebo histo

Iytico,

preparar diferentes
concentraciones de
metabdlitos aislados

de Zonthoxylum lieb

manniarum,

Diluciones por cuadru-
plicado y adicion de

5 x 16° de omibas.

T

Contor el numero Determinar
incubor 24 Hrs, de el
amiabas y viabilidad Zimodemo
Cantar el ntemro Determinor
Incubor 48 Hrs. de el
amibas y viabilidad Zimodemo.




3.2 MATERIAL, REACTIVOS ¥ EQUIPO,

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO.-
3.2.1.1. Cepa de Entamoeba histolytica HMI - IMSS.~ Se cultivé axénica —
mente por e/ método de Diamond (10) que se describe en el inciso
32,51, '
3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO.

Agitador magnético

Bafto de hielo

Gradilla para tubos

Mechero Bunsen

Papel filtro Whatman No. 1 cualitativo
Parrilla de alambre

Peine ;tﬂlgvp[;g“stlcp R

Pinzas de punta -

Pictta de 500 m!

Telq absorbente Spontel

Tela de alambre con asbesto

Tubos de pldstico Falcon para cenlrlfuga con lapon de Fosca

Material de vidrio:

Cdmara de Neubauer

Cubre objetos

Embudo de talle largo

Frascos ambar de 50 m!

Matraz Kitazatode 500 mi.

Matraz Erlenmeyer Pyrex de 100 y 250 mi..con tapén de —
rosca.

Matraz aforado de 10, 50y 700 r'ﬁ/

Pipetos Pasteur

Pipetas serolégicas de:1,0; 2 9,5, 0.y.10 )
Placas de ‘vidrio de15 X 25 cm S
Probetas de vidrio de 100 500 v 1000 m/

n



3.2.3. REACTIVOS

Poriaobietos
Tubos de ensaye de 10 X 100 mm. con tapdn de rosca
Tubos de ensaye de'13 X100 mm’

Acido ascorbico. Cristales. { Sigraa )

Agdr bac'ter}'oldgica. Altamente higroscopico. { Bfoxon)
Ac/da caproico 99-100% (pfs). { Sigma ).

‘Acido mélico. sal cristalina 95-100%. ( Sigma:)
Almidén de papa. hidrolizado. (4501 Sigma’)

'Azul tripano, Cristales. { Sigma )

Citrato de amonio férrico. { Merck )

Clorhidrato de L-Cisteina. HC! Hidrato. (pfs). ( Sigma )
Cloruro de magnesio, (J.T. Baker )

Cloruro de sodio, Q.P. ( J.T. Baker )

Dextrosa anhidra, Reactivo analitico. Técnica Quimica }
Ditioeritritol (Merck)

EDTA Reactivo analitico. ( Técnica Quimica )

Extracto de levadura, Altamente higroscépico. ( Bloxon '}
Fosfato de potasio monobdsico, Reactivo analitico, (Técnica
Quimica ).

Fosfato de potasio dibdsico. Reactivo analitico. (-Técnica —
Quimica ).

Glucosa 1 - fosfato. Sal cristalina. ( Slgma’)

Glucosa 6 fosfato deshidrogennsa, Cr[sta/izada Y /lofr’llzada.
{ Sigma )

Hidréxido de sadio, (L. Laitz } )

Melosu/falo de fenazina (PMS) Cristales. ( Slgma)

Mezcla vitaminica, ( Microlab )

Nicotinamida adenina dinucleotido fos[ata (NADP) Sal mo-
nosédica. ( Sigma }

Nitro azul de tetrazolium, Cristalino; emarillo lini&n.(SIQ_mq}
Peptona tripticasa. (Becton & Dickinson ).~ - - o

Suero bovino. (Microlab) T



3.2,4. EQUIPO

Trizma base; Cristalino aprox. 99.9% ( Sigma }
Trizma HCI, Cristalino.. { Sigma’)

Auto clave ( presto )

Balanza ana/:t/ca (Meltlcr AE-IG.? )]
Bomba de enfr:amtento

Bomba dP vac:o manua/

Celdas ¢ con camara de frl'amlento

Centrlfuga Sorva con refrigerac:o: modelo RC-S
Congeladar (Ultra low } :
Filtro laminar ( Veco )

Fuente de poder

Incubadora Medi-tab Marck No, 415
Microscopio de luz Invertida (Zeiss)
Microscopio dptico ( Zeiss )

Nivel de gata

Potenciometro Corning Modelo pH Meter
Refrigerador ( VYhirpool ]

Reloj

Termémetro 0-100°C

3.2.5. PREPARACION DE REACTIVOS

3.2.5.1..- Cultivo axénico de Entamoeba histolytica.
Para el cultivo axénico de Entamoeba histolytica se utiliza el me-

dio de cultivo TYI-$-33 constituido por los siqulentes componen —

Caldo nutritivo TY.

cantidades en gramos

Peptona tripticasa 2.0
Extracto de levadura 1.0
Dextrosa 1.9
Cloruro de sodlo 0.2

13,



Fosfato de potasio’monobdsico 0.06

Fosl‘ato de potasia d:bas:co 0.1
Acido ascérbico : - 0,02
Clarhldmto de L—c:stemo 0.1
Citrato.de amon:o ferr:co T 0.00228
Agua desulada ) JO . 82mi
PROCEDIMIENTO. .

Disolver Iosr reacrivos en ef orden en que se menciona con aproxima-~
da,ment’é 50 mi. de agua bidestilada, ajustar el'pH o 6.8 - 6,9 con —
NaOH 0.1 M. y llevar a un volumen de 82 ml con agua bidestiloda,
Clarificar mediante filtracion, o través de papel filtro Whatmon #
y esterilizor en outoclave o 121°C durante 15 min

Solucion de vitaminas.
Lo solucidn de vitamines se odquirio de las Laboratorios Microlab,
Suero bovino inactivado,

El suero se adquirio de los l.aborotorios Microlab, Se descangela y-
se pone en baflo morio durante 30 minutos a 56°C,

Preparacion del medio de cultivo TYI-5-33. -

Pora cada 75 m! de caldo TV, se adiciona en condiciones estériles -
3mi de mezcla vitaminica Microlab y 15 mi -dé suera ,ow‘na macli
vado durante 30 min. a 56°C

Prueba de esterilidod.

ira dctermmar la exis ~~
tencla de una posible contaminacion poﬁ cterias’ v fue mcubar el

medio TYI-5-32 durante 24 horas a 37°C: Transcurr:dp este tiempo,
se observa al microscopio con el ﬁh d'e'déscqﬁibi una posible conto-

Esto prueba de esterilidad se llevo o cabo

minacién.



{noculacion de los trofozoitos al medio de cultivo TYI-5-33.

La cepa se cultiva en matraces de 125 mi du)-ahle 48 horas al fina-
lizar este periédo colocar fos matraces en bafio dre hielo durante —
5 min para desprender las células de las paredes del matraz, pasar

a tubos falcon de pléstico estériles y centrifugar durante 10 min o~
500 X g absorber el sobrenadante por medio de una bomba de va -
cio con una pipeta pasteur estéril, defar el volumen necesario para

inocular los tubos.

Ndmero y viobilidad de los trofozoitos.

Contar el nimero de cdlulas mediante la camara de Neubauer con -
el siguiente calculo:

No. X A X C

8
No. X 10 -y~ yoon.
5 T .
No. X: 2000
No. = ;
A= tor “por mm (10), .
8 = P LE T

C= Facfbn para dterminar el valor por mi (1000)
Lg viabilidad se determina por la exclusién de azul tripano al 0,04%
en donde lq avidez al colorante determina ta viabilidad de las ami —
bas.
3.2.5,2.- Preparacion de los lisados (Mezcla estabilizadora)
Solucién de Gcido caproico 200 mM.

Tomar 1,16 ml de dcido caproico y diluir con 50 ml de agua desti-
lada,

15.



Solucién de EDTA200 mM.

Pesar 2, 92 g de EDTA y'diluir con 50 ml. de agua destilada,

Solucién de diticeritritol 200 mM.

Pesar 1,54 gde 4;Viyiidgie'r/i'l)"ltél y diluir con 50 ml. de agz}a destilada,
3,2.5.3.-Corrimiento e/et;'troforélico.'

Solucidn requladora.de Trizma 0.1 M. pH'= 7.4

Pesar.12,4 g de-Trizma base, 11,61 g de acido mélico, 2,03.g —

de MgCl,, 3.72 g de EDTA y 12.8 ml de NaOH 10 N,

Disolver primeramente el Trizma, el dcido mdlico y el MgC/z ,

mezclar despues el EDTA y el NaOH, ajustar el pH. a.7.4 y==
aforar a un litro con agua destilada,

Solucién reguladora de fosfatos 0.01 M. pH. = 7.0

' Pesar 1.4 g de Na,HPO,, anhidro y 12.15 g de NaH ,PO, .
Disolver por separado, mezclar y ajustar el pH = 7,0, aforar a
1 litro con agua destilada.

Preparacidn de las placas de vidrio con gel de almidén de papa.

Pesar 8.0 g de almiddn de papa SIGMA 4501, mezclar con 100 ml -
de solucidn reguladoro de Trizma pH = 7.4,

La mezcia de almidén y la solucién reguladora deberd formar una ~-
suspensién uniforrie, calentar en un matraz Kitauzato hasta hacerse -
espesa y luego renos viscosa, evitar que el alriidén se pegue en el -
fondo del matraz por medio de una agitacion rdpida. Una vez que -~
la viscosidad del almidén decae notoriamente desgasificar por me —
dio de vacio, vertir en la placa de vidrio en la que se va a formor la

base del gel. Utilizar placas de vidrio de 15 X 25 cm tan pronto lle
gue a temperatura embiente insertar un peine en donde irén las ---

muestras y queda listo para utilizarse,

16,



PR OCEDIMIEN 7C:

u uhzar en el corr:m:enta e[eclroforenco celdas con cdmara de cn -
frl’ammnla para montener la: lemperatura a 8°C calacar en eslas -

las placas de wdrlo.,; .

as canex:ones de las so/uciones regu(adoras por medlo de -
'olmahadlllas gruesas’ de tela absorbente { Sponlel } niv ]adas con g~
misma solucron, para lograr un buen contacto con; la supcrflc:e del -

- gel, colocar otro vidrio grueso en los extremos de las almohadlllas.
Hacer el corrimiento durante 4 horas a 180 - 200 yalls y 50 mA por
placa,

3.2.5.4.-Desarrollo de la reoccion.
Solucion de Trisma-HCI{ 0.3 M. pH = 8.0

Pesar 0.3 g de Trizmg-HCI, diluir con 100 mi de aguo destilada, ~
ajustar pH = 8.0 con NaOH. :

Cloruro de magnesio 1 M,

Pesar 20.32 g de cloruro de magnesio, dllllll‘ con 100 mi de’ agua -
destilodo,

NADP (1 mg / mt ).

Pesar 100 mg de NADP y disolver en'10 mi{- de agud destilada.

Glucosa 1 - fosfato (12.5 mg/m
Pesar 312,5 mg: y disolver.en 25 m!- de agua destilada,
Glicosa - 6 - fosfato deshidrogenasa (G6-PD) (100 UL/ ).

Adlc:onar 10 ml de aguo destilada al frasco que contrene la enzima
{1000 Ullml i tomor de ese mismo 1 mi



M Ifata de f ina (PMS) (1 mg/mt.)

Pesar 10 mg de PMS y diluir en 10 mi de agqua destilada,
Nitro azul de tetrazolium (MTT) (S mglmi ).

Pesar 50 ma de MTT y diluir en 10 mi Je agua destilada,
Todos los reactivos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C

Agaral 1 %.

Pesar 1 g de agor bacterioldgico y diluir en 100 m! devagi/a’desl/l_a_
da. Calentar la mezcla hosta punto de ebullicion, guafdar en tubos-

de ensaye, en porciones de 10 ml en cada luba, conservar en refri -

geracion, = o BT

Para el desarrollo de la reaccr'on ulillzar Ia slgul'enre mezcla reve —

ladora:

Trizma-HCI 0.3 M, pH'= 8.0- e 20 mi

Cloruro de magnesio 1M L ‘8.2'mi
NADP (.1 mg/ml ) = o.rmi
’ Gtucosa- -fosfato (125 ma/ml) f L i )ﬂ mi

GIucasa-G-fosfato deshldroge o1 mi

Metosirlfato de fenazina (PMS) ( lmg/mll 1oml

Nitro azil de tetrazoliuni (M iz (Smy/ml) : 10 m

Agaral 1'% 10.0 mf.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1. ANALOGQS DE PIROFOSFATO,

L.os andlogos de pirofosfato fueron facilitodos por la gent}ileza del! Dr. Benja-
min Ortiz del Instituta de Quimica de la UNAM. )
A) I'hidroximetilen difosfonato tetrasédico.
PO JNO 2 g
H -

TOH o CH, Py 0, e,

CH-?‘,: " i C2H4P207N°4
: POJN”? ’
C} HMidraxinonano difosfanato tetrasédico
PONa,
R—f:—OH C9H7BP207 Na,
P03N02

3.3.2, INVESTIGACION DEL NUMERO Y LA VIABILIDAD DE Entamoeba histolyli
€a CULTIVADA EN PRESENCIA DE SEIS DIFERENTES CONCENTRACIO -
NES DE TRES ANALOGOS DE PIRQFOSFATO.

Los andlogos de pirofosfato se preparan en una concentracion inicial de -
1 mg/mi, utitizar coma diluyente el medio TY (10 ). De ellos se llevan a ca -
bo diluciones partiendo de las soluciones iniciales {1mg/mi) hasta obtener —
las siguientes cancentraciones de 1,0; 5.0; 10; 50; 250 y 500 g/ml. Utilizar -
coma diluyente nuevamente el medio TY (10), esterilizar o través de filtro -
milipare 0,22 ym



PROCEDIMIEN TO:

Colocar par sextupllcada cada dilucién en tubos de ensoye de 10 X 106 mm
con mpon de rasca, completar su volumen a6 ml con medio de cultivo TY -
-§-33. Inocular acada tubo 5 X 70 trofozoitos para cada tubo. Dejar incu ~
bar a 37°C durante 24 48 y 72 horas, Después de las primeras 24 horas, dos
tubos de cada concentracién se centrifuaan durante 10 min, a 500 x g 0 4°C
ysu volumen se {levaa ! ml en éste se determina el nimero y viabilldad de
fos trofozoitos de acuerdo al pracedimiento que se describe en el inciso ——
2,2.5.1,

Las tubos con 48 y 72 horas se tratan de la misma forma antes mencionada,-
asi como los seis controles correspondientes a los trofozoitos cultivados en -~
ausencia de los andlogos.

3.3.3.INVESTIGACION DE LA MODIFICACION EN EL. PATRON ISOENZIMATI-
CO DE FOSFOGLUCOMUTASA (E.C.2.7.5.1.) DE Entamoeba histolytica —
CULTIVADA EN PRESENCIA DE SEIS DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE ANALOGOS DE PIROFOSFATO Y SIN ELLOS.

La reaccion propuesto es ig siquiente:

Glucosa-1-fosfato
PGM

Glucosa-6-fosfato NAD:

G6PD

s-gluconamo/ \NADPH

* Compuesto colaridb
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Todos fos tubos’ en donde se’ delermma el numera y viabilidad de los trofo -
zoltos se cenlrllugan, deshechar el sabrenadonte, del sedimento preparar los
lisados adicionando una mezcia estabilizadora que se describe en el inciso —
3.2.5,2, Dejar los lisadas durante 24 horas a 0°C, centrifugarios nuevamente
@'3000 x g a 4 °C y determinar ef corrimiento electroforético como se des-
cribe en el inciso 3.2,5.3, asi como el desarrollo de la reoccion en el inciso -
3.2,5.4.

3.3.4. INVESTIGACION DEL NUMERO Y VIABILIDAD DE Entamoeba histolytica -
CULTIVADA EN PRESENCIA DEL EXTRACTO CRUDO DE Zanthoxylum -
liebmanniarum.

3.3.4.1. EXTRACTO DE Zanthoxylum tiebmanniarum,.

De la corteza seca y molida hasta polvo del arbusto, utilizor las —~
siguientes concentraciones: 1, 5, 10, 50, 250y 500 g/ml Uti-
tizor como diluyente el medio TY (10 y esterilizar a través de fil ~
tro milipore 0,22 m,

PROCEDIMIENTO.

3,3.8.2,

DR Béniamm Orhz y Ia QkF.B Roc:o Ldpez Vlacia,
“B2A 25 E~IX 3= C-IX 4 M4

S5-IVl 6-8E 7~M-9 8-M3¥
9.~ F~14 10~ M2P5,

De Io; compuestos 4-A y E-IX emplear dos concentraciones 25y —
62,5 g/m! De los compuestas C~IX; M-4; 1 VIl Y 8-E las dos di -
ferentes concentraciones corresponden o 50 y 125 g/mi  En'rela ~
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cién a los compuestos M-9;:M3' .las cancenlraclanes a uul/zar son -
de 11y 280 "g/ml"y finalmente los campueslos F-IIJ y M2P5 se em
plean.250 y 675" g/m| - Dituir en el medio TY {m ) esterilizara -
lraves de filtro ml/lpOI‘L' 0.22 .m, ‘

PROCEDIM/EN TO.‘_

Por cuadruplicado cada dilucién se coloca en tubos de ensaye de 10~
X 100 mm . se bompleta su volumen a 6 ml., se inocula g:ada tubo -
con5 X 700 trofozoitos, dejor incubar durante 24 y 48 horas. Al —
finalizar estos perid dos los tubos se centrifugan durante 10 m/nuto.f
0 500 x g a 4 °C, su volumen se lleva a I ml en el que se determina
el nimero y viabilidad de los trofozoitos de acuerdo al procedimien,
to que se describe en el inciso 3.2.5.1.

3.3.5.INVESTIGACION DE LA MODIFICACION AL PATRON ISOENZIMATICO ~
DE FOSFOGLUCOMUTASA (E.C.2.7.5.1.) DE Entamoeba histolytica CULT]
VADA EN SEIS DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO CRU-
DO DE Zonthoxylum liecbmanniarum Y SIN ELLAS.

PROCEDIMIENTO:

Después de cuantificar el numero de los trofozoitos en forma como se des —
cribe en el inciso 3.3,2. Los tubos son centrifugados y del sedimento se pre-
paran los lisados de forma igual a la que se describe en el [nciso 3,3,2, Lo -
determinacién del corrimiento electroforético se /leva a cabo en la forma -
en que se describe en el inciso 3,2.5,3. y 3.2.5.4.

3.3.6..INVESTIGACION DE LA MODIFICACION AL PATRON ISOENZIMATICO —
DE FOSFOGLUCOMUTASA (E.C. 2.7.5.1.) DE Entamoeba histolytica CUL -
TIVADA EN DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LOS 10 METABO-~
LITOS AISLADOS DE Zonthoxylum lieb iarum,

PROCEDIMIENTO:

Después de cuantificor en forma como se describe en el inciso 3.3.2. los tu -
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3.4

bos son centrifugados, los lisodos se preparan en forma igual a lo que se des-
cribe en el inciso'3,3.2,

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se evaluon mediante estadiostica descriptiva (11) de ella se -
considera la media asi como la desviacion estandar, se utiliza el andlisis de ~
varianza para determinar deficiencias cuundo el valor de lo probabilidad s~
menar o iguol a 0.05.
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4.1 RESULTADOS

El niimero de trofozoitos viables después de cultivarse en presencia de diferen =
tes concentraciones con el andlogo de pirofosfato inhibidor 1 se presenta en la Fi —
gura l.

FIGURA 1

SOBREVIVENCIA DE Entamocba histolytica CULTIVADA
CON EL INHIBIDOR 1.

WO~~0ONOMOD~ MmO -

TIEMPO EN HORAS
8 0 uym 50 ug/mi £-3 w0oug/m W 500 ug/mi
260.0 ug/m! [ 500.0 ugzmi S TESTIGO

nhibidor 1.~ 1 hidroximetilen difosfonato
tetrasddico.

CH,P,0,Na,

Estos resultados corresponden al valor de la media de los valores obtenidos en —
experimentos realizados por duplicado, El andlisis estadistico de ellos mostrd, que no
hubo diferencias significativas después del cultivo de 24 y 48 horas. No asi a las 72 —
horas y en forma més importante al compararlos con el testigo pues dio un valoar de -
p 0,001,
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El patrén electroforético de los trofozoltos cultivados con el andlogo de pirofosfa

P

to 1'en las diferentes traciones desp de 24 horas se presenta en la Figura 2,

FIGURA 2
CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA

DE Entomoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN-
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 1 DESPUES DE 28 HORAS.

®
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Entamoeba histolytica cultivada con a.- 1.0; b,- 5.0; c.- 10 d.- 50;
e.- 250; {.-500 g/ml y g.- control después de 24 horas, Lareac —

cién se manifesté después de la electroforesis con sulfato de fenazi
na y nitro azul de tetrazoliur,

En ella se obsérvaron el désorrollo de ina doble banda. Esta modificacion eléc-
troforética se manifestd sin. présentor: refacién con la concentracién del anélogo.
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La Flgurjq‘ 3 pr;esenta fos resultados bb!eh/’do; cuando se cultivaron los trofozoi-
tos con el mismo anélogo despuds de 48 horas; en donde se abservo nuevamente esta -
alteracién electroforética sinv‘;ib.:sérva);s;z'félaci‘én con la ébncentrdcibn utliizada, atin
después del cu/tivo‘de 72 horas, Hacidndose notar la diferencia con los lrofoioilos -
cultivados en ausencia del inhibidor en donde no se presento esta alteracion,

FIGURA 3

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 1 DESPUES DE 48 HRS.

@
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Entamoeba histolytica en presencia de a.- 1.0; b.- 5.0; ¢~ 10; —-
d.- 50; e.- 250; f.- 500 g/ml g.- control después de 48 horas.

La reaccién enzimatica se manifesté después de la electroforesis ~
con sulfato de fenazina y nitro azul de tetrazolium,



L.os resultados al utilizar el anélogo de pirofosfato inhibidor Il se muestra cn.la

Figura 4,
FIGURA ¢
SOBREVIVENCIA DE Entamoeba histolytica CULTIVADA
CON EL INHIBIDOR 1I.
N
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24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
TIEMPO EN HORAS :

8 10 ug/mi so0ug/m €23 100ug/mi SEB 6500 ug/mi
260.0 ug/m! 3 500.0 ug/m! @A TESTIGO.

Inhibidor Il.- Sal sodica { 1 hidroxi etileno )
bisfosfonico. CaHyP0;5Na,
En ella nuevamente observamos el nivel de sobrevivencia dequé.s de 72 h ras
de cultivo, En el que el nimero de trofozoitos fue menor en relacion a fa cohcentra -
cién utilizada, pero sobre todo con respecto al testigo donde el.valor fue ”de p 0,001,
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E} patrén isoenzimdgtico desarrollado por la fosfogiucomutasa de los trofozoitos-
cultivados 24 horas en presencia del inhibidor 1l se presenta en la Figura 5.

FIGURA S

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamochba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 1} DESPUES DE 28 HRS.
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Entamoeba histolytica en presencia de a.- 1.0; b.~ 5.0; ¢.~ 10; —
d.- 50; e~ 250; f.- 500 g/m! y g.~ control. despu€s de 24 Hrs.
La reaccién enzimatica se manifesté después de la elctroforesis-

con sulfato de fenazina y nitro azul de tetrazolium.
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En donde se revela el desarrollo de isoenzimas dependicates de /a concentracion -
utilizada, : ‘ )

Sin embargo despuds del cultivo de 48 y 72 horas éstas alteraciones se hicieron = .
menos visibles 'y no hubo relacién con la concentracién ‘como se muestra en.la Figura 6
alas 48 horas y en.la Figura 7 despuds de 72 horas de cultivo como en’el caso anterior
los testigos dieron una banda, g i

FIGURA 6

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 1l A LLAS 48 HORAS,
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Entamoeba histolytica en presenica de a.- 1.0; b.- 5.0; c.~ 10; —~~
d.~ 50; e.~ 250; f.~ 500 g/ml y gq.- control, después de 48 Hrs.
La reaccién enzimdtica se manifestd después de Ia electroforesis-
con sulfato de fenazina y nitro qzul de tetrazolium.



FIGURA 7

CORRIMIENTO ELECTROFORETICODE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR Il DESPUES DE 72 HRS.

b c d e f 9

Entamoeba histalytica en presencia de a.- 1.0; b.~5.0; ¢c.-10; —-
d.- 50; e,-250; f.~ 500 g/ml y g.- control. despu€s de 72 Hrs.
La reaccion enzimdtica se manifesté después de la electroforesis-
con sulfato de fenazina y nitro azul de tetrazolium.

30,



Por ef contrario ef efecto de sobrevivencia més importante se observé con el ana
logo de pirofosfato inhibidor I1l a las 24 horas,’ Sin embargo 1o observado en este =
tiempo de incubacién fue temporal pues después de 48 y 72 horas de cultivo, el nime -
ro de trofozoitos viables se incrementd en forma proporcional a la concentracién uti—
lizada del inhibidor como se muestra en lo Figura 8.

FIGURA 8

SOBREVIVENCIA DE Entamocba histolytica CULTIVADA
CON EL INHIBIDOR I,

- 4

. O~—ONDMOD~+ MO

24 HRS. 48 HRS 72 HRS.
TIEMPO EN HORAS

Wl 0 ug/m) 6.0 ug/m 23 0.0 ugmt T 50.0 ugrmi
260.0 ugrmt T3 500.0 ug/mt B TESTIGO

Inhibidor 1ll.- hidroxi nonano difosfonato Cg HIB P? 07 Naq
tetrasodico.
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Finalmente al incubar los trofozoitos con el inhibidor 11 despues de 24 horas se -
presentd el mismo fendmeno electroforético sin relacién con la concentracion utiliza-
da como se observa en lo Figura 9,

FIGURA 9

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 11l DESPUES DE 24 HRS.
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Entamoaeba histolytica en presencio de a.~ 1.0; b.- 5.0; ¢.- 10; ~=
d.- 50; e,- 250; f.~500 g/mi g.~ control. después de 24 Hrs.

{.a reaccidn enzimdtico se menifests después de la electroforesis-
con suifato de fenazina y nitre azul de tetrazolium,
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No asl despucs del cultivo de 48 horas Figura-10.y 72 horas Figura 11 en donde ~
este efecto tendié a désaparecer como se presenta enla Figura 10,

FIGURA 10

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO Df LA FOSFOGLUCQOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN.
YES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR i1t DESPUES DE 48 HRS.

"0 g 00,
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Entamoeba histolytica en presencia de a.~ 1.0; b~ 5.0; ¢,~ 10; —~

d.- 50: e~ 250; {.- 500 g/ml g.- control, despuds de 48 Hrs.
La reaccién enzimatica se manifesté después de la electroforessis-
con suifato de fenazina y nitro qzut de tetrazolium.
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FIGURA TT

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,
TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 1l DESPUES DE 72 HRS.

o e e - "N

Entamocba histolytica en presencla de a.- 1,0; b,~5,0; c.- 105 -—
d.-50; £.-250; f.-500.. g/mi: g.= control, después de 72 Hrs,

La réaécién énzimética se manifests despuds de la eléctrofaresis-
eon siilfato dé fénating y ni tra azul de tetrazolium,
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El efecto de sobrevivencia de Zanthoxyvlum liebmanniarum en forma de extracto-
utilizado en las concentraciones ya mencionadas sobre los trofozoitos de Entamocha -
histolytica se manifesté disminuyendo su nimero como se muestra en la Figura 12,

FIGURA 12

SOBREVIVENCIA DE Entarnoeba histolytica CULTIVADA
EN PRESENCIA DEL EXTRACTO DE Zanthoxylum lieb-
manniaram.

oz

X WO——ONOTOT~ MO -

24 HAS. 48 HRS. 72 HRS.
TIEMPO EN HORAS

8 1.0 ug/mi 60ug/mi 23 w0.0ugmt B 60.0 ug/m!
260.0 ug/mt 1 500.0 vormi B TESTIGO

En ella observamos que el periédo de 24 horas fue el mas importante sin relacion-
con la concentracién tendiendo a desaparecer después de 48 y 72 horas mostrdndose ~
una diferencia estadisticamente significativa en los tres periodos con respecto a los ~—
cultivos testigo p 0,001,
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El patrén electroforético de la fosfoglucomutasa de Entamoeba histolytica desa -
rrollado al utitizar diferentes concen(r{acidnc.\' del extracto de Zanthoxylum liebmania-
rum mostré el desarrollo de isoenzimas depéndienlc del tiempo de incubacion.

Este efecto se manifestd en forma determinante después de 24 horos de cultivo —
en donde se presentan dos bandas mientras que a las 48 horos solo aparece una banda ~

como se presenta en la Figura 13, para este dltimo periédo.
FIGURA 13

CORRIMIENTO ELECTRQFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN.
TES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE Zanthoxylum liebma-
nniorum DESPUES DE 48 HORAS.
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Entamoeba histolytica en presencia de a.- 1.0; b.- 5.0; c.- 10; -~
d.~ 50; e~ 250; F.-500 g/ml g.- control, despu€s de 48 Hrs.

La reaccién enzimdética se manifesté después de la elctroforesis-
con suifato de fenazina y nitro azul de tetrazalium,



De igual manera la Figura 14 muestra fos rcsid!adés obtenidos a las 72 horas, en -
donde se observé un désplazaﬁiienlo ‘mayqr de la segunda banda, dado que el tiempo de
todos los corrimientos se realizaron en forma semejante. :

FIGURA 1%

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA

DE Entamoeha histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE Zanthoxylum licbma-
nnigrum DESPUES DE 72 HORAS.

L I
- o
N—— a— —— ———
a b c d e f g9
Entamoeba histolytica en presencia de a.- 1.0; h.~5.0; c.~ 10; ~—
d.- 50; e,~ 250; f.- 500 g/mi g.- control. despuds de 72 Hrs,

La reaccidn enzimatica se manifestd después de la electroforésis-
con sulfato de fenazina y nitro azul de tetrazolium,
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Cuando se utilizaron los metabolitos 4-A y E-I1X aislados de Zanthoxylum liebma
nniarury después e 24 horas de cultivo, El efecto de sobrevivencia mas importante lo
desarrollo E~1X en las dos concentraciones comparativamente con el testigo, No asi -~
despudis de 48 horas en el que los trofoznitos viahles incrementaron su namera,

Aunque estas no llegaron a ser comparables con el testigo, pues sus valores fue --
ron diferentes desde el punto de vista estadistico con una p 0.001, como se muestra en

ta Figura 15,

FIGURA 15

SOBREVYIVENCIA DE Entamocba histolytica CULTIVADA
EN PRESENCIA DE LOS METABOLITOS 4-A Y E-IX.

X OO—~—ONOMOR-4 MQ - T

TIEMPO EN HORAS

BB 1-A 25 ug/mi B £-1% 25 ug/mi 3 4-a 625 ugrmi
@ e-1x 62.6 Ug/ml Testigo

4-A Y E-IX.- Metabolitos aislados de

h

Zanthoxylum li iogrum.
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La electroforesis desarrollada por la fosfoglucomutasa de los lrafozgi tos cultiva-
dos con los compuestos 4-A-y E-IX despuds de 24 horas mostré nuevamente la présen -
cia de isoenzimas en donde el metabolito 4-A no presenté relacién con la concentra —
cidn utilizada ni el tiempo de cultivo puesto que la imagen fue la misma, esto se pre -
senta en la Figura 16,

FIGURA 16

CORRIMIENTO ELECTROFOREYICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA

DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO 4-A AISLADO DE Zan-
thoxylum liebmanniarum DESPUES DE 23 HORAS.

—

®
KEXE X ™
° - - 7T

b

Entamoeba histolytica en presencia de a.- 25; b.~ 25; c,- 62.5; —-
d.- 62,5 g/ml é,- control, despuds de 24 Hrs, La reaccidn enzi—
mética se manifesté después de la electroforesis con sulfato de --
fenazina y nitro azul de tetrazolium,
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No asi el metabolito E-1X en el que la handa electroforética superior parecio te —

ner un grosor mayor a las 24 horas 'y se incrementd despue.% de 48 horas de cultiva ===
como se presenta en las Figuras 17 y 18.

FIGURA 17

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO E-IX AISLADO DE 2an-
thoxylum liebmanniarum DESPUES DE 24 HORAS,

Entamoeba histolytica en presencia de a.- 25; b~ 25; c.- 62.5; -
d.- 62,5 g/ml e.-control, después de 24 horas. La reaccion enzimg

tica se manifestd despuds de la electroforesis con sulfato de fenazina
v nitro azul de tetrazolium.
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FIGURA 18

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,

TES CONCENTRACIONES DEL. METABOLITO E-IX AISLADO DE Zan-
thoxylum liebmanniorum DESPUES DE 48 HORAS.

a b

©

S
c

d

v

Entamaeba histolytica en presencio de a.- 25; b.~ 25! c.~ 62,5;

d.-62.5 g/ml e.- control. después de 48 horas, Lo reaccidn enzimg

tica se manifesté después de lo electroforesis can sulfato de fenozina
v nitro azul de tetrazalium,
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Al adicionar los-metabolitos’ C-/X. M-4: v v 8-E, a cultivos de trofozoitos —

mostraron que despues de-24.horas el campuc-slo M4 se comporto en rorma diferente-
a los demas, con el se desarrolld un e/eclo de sobrev/ vencia menos imporlanle. Sln -—
embargo despues de 48 horas de cultivo /os lro/'om/tas wables cultivados con los meta-
bolitos restantes crec;eron, aunque en forma muy difercnte ¥ particular para cada —-
compuesto. Como se observa en la Figura 19,

FIGURA 19

SOBREVIVENCIA DE Entamoeba histolytica CULTIVADA
EN PRESENCIA DE L.OS METABOLITOS C-IX; M-4; —
1viny 8-g.

X BO~-~ONOMOD~ MO

TIEMPO EN HORAS

R c-ix 50 ug/ASN M-4 50 ug/mEJ 1-viit 50 Ug/dl 8-E 50 Ug/mi
C-1x 126 Ug/T3 M-4 126 Ug/niB 1-viln 126 UGATID 8-E 126 L/ml
Testigo

C-IX: M-4; | VIl Y 8-E .- Metobolitos aislados de

Zanthoxylum liebmanniarum,
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Al adicionar los compuestos C-IX: M-4; | VIIl'y 8-E, el primer.compuesto desa —~
rrolld fsoenzimas después de 24 horas de cultivo, pero después de 48 horas fa banda in-

ferior tendid a desaparecer haciéndose mds gruesa la banda superior, " Como se obser--
va en la Figura 20,

FIGURA 20

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO C-IX AISLADO DE Zan
thoxylum liebmonniarum DESPUES DE 48 HORAS.

d e

Entamoeba histalytica en presencia de a.- 50; b,- 50; c¢,- 125; ~~-—

d- 125 g/ml e~ control, después de 48 horas. La reaccién enzimg,

tica se manifesto después de la électroforesis con sulfato de fenazina
¥ nitro azul de tetrazolium,
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El comportamiento dé la /‘as/‘pglucomuldsa en t}o/ozoilos cultivados con los tres--
compuestos restantes M-4;.1 VIl ¥ 8-E fue muy semefante. - Sin embargo a'las 48 horas
en algunos de los casos permanecieron como se presenta en las Figuras 21 y 22,

FIGURA 21

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO | VIll AISLADO DE Zan
thoxylum liebmanniarum DESPUES DE 48 HORAS.

®

Entamoebha histolytica en presencia de a.- 50; b.,~ 50; c,- 125;

d.- 125 g/ml e.- control. despu€s de 48 horas, La reaccién enzimg.
tica se manifesté después de la electroforesis con sulfato de fenazina
y nitro azul de tetrazolium,
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FIGURA 22

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN
TES CONCENTYRACIONES DEL METABOLITO 8-E AISL ADO DE Zon-
thoxylum liebmanniarum DESPUES DE 48 HORAS.

LU T

Entamoeba histolytica en presencia de a.- 50; b.- 50; c.- 125;

d.~ 125 g/mi e,- control. después de 48 horas, La reaccién enzima

tica se manifesté después de la electroforesis con sulfato de fenozina
y nitro azul de tetrazolium.
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Cunndo los (rbrozol tos fueron cultivados 24 horas con los compuestos M-9 y My -
a pesar de que sus concentraciones fueron de las més oltas.: Estos tuvieron Igual signi-
ficado en el numero de"irofoéol tos, ‘como se muestra en la Flyura 23 mérfteniendose -
este efecto d‘espué.g’de 48 horas. iAunque si lo hicieron al compararse con el nimero —~
de trofozoitos testigo p-0.001.

FIGURA 23

SOBREVIVENCIA DE Entamoeba histolytica CULTIVADA
EN PRESENCIA DE LOS METABOLITOSM-9y M3,

6
N
8

© 4
D
g
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1
o
|
H
X
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TIEMPO EN HORAS

Ml M-0 110 Ug/mi M3’ 1.0 ug/t 23 m-9-280 ug/mi
W M3 280 ug/mi TESTIGO

M-9 y M3'.~ Metobolitos aislados de
Zanthoxylumn liebmanniorum.
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Etl cultivo de los trofozoitos con los campuestos M -8 y M3 después de 24 horas de-
sarralioron igualmente ¢n la fosfoglucamulosa rsaenzrmas. Aunque en forma d!fercnte
pues las dos bandas electroforéticas se encontraron muy /untas haciendose la d;/eren -
cia por lo distancia de los desplazomientos en donde fueron mayores ¢ con el compuesto-
A1-9 sin observarse diferencias en la concentracion utilizada y en el tiempo de lncuba -
cidn después de 48 horas de cultivo, esto se presento en la Figuro 24 y 25.

FIGURA 25

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN.
TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO M-9 AISLADO DE Zan
thoxylum liebmonniarum DESPUES DE 24 HORAS.

®

©

a b ¢ d e

Entamozba histolytica en presencia de a,~ 111; b~ 111; c.- 280; —
d.- 280 g/ml e.- control, después de 24 horos. La reaccién enzima-
tica se manifesto después de la electroforesis con sulfoto de fenazing
y nitro azul de tetrazolium,
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FIGURA 25

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA

DE Entamoeba histalytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,
TES CONCENTRACIONES DEL. METABOLITO MY AISLADO DE Zan-
thoxylum liebmonniarum DESPUES DE 28 HORAS.

®

©

c e

B N L
- —-~—
a b d

Entamoeba histolytica en presencio de a.~ 111; b.- 111} ¢c.- 280; -—
d.- 280 g/ml e.- control. después de 24 horas, La reaccidn enzimd
tica se manifestd después de la electrofoaresis con sulfato de fenazing
y nitro azul de tetrazalium,

44,



No asi-los compuestos F-14.y M2P5 en donde el segundo compuesto desarrollé un -
efecto de sobfév}'vencia menos visible dependiendo de la concentracién utilizada. Sin -
embargo, los trofozoitos viables después de cultivarlos 48 horas el efecto de sobrevi —
vencia tuvo poca importancia y sélo mostré diferencias con respecto a los valores en -

contrados para el testigo como se observa en la Figura 26,

FIGURA 26

SOBREVIVENCIA DE Entamoeba histolytica CULTIVADA
EN PRESENCIA DE LLOS METABOLITOS F-18 Y M2P5

WO~~DNOTMOD= M3 - OZ

TIEMPO EN HORAS

@B F-4 260 ug/ml S M2ps 260 ugrmi [T F-14 875 Up/mt
B M2P5 676 Ug/mi TESTIGO

F-14 y M2P5.- Metabolitos aislados de

5

Zanthoxylum li iarum,
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Finalmente el cultivo de los trofozaitos con fos compuestos F~14.y M2P5 o las -
24 horas desarrollé en la fosfoglucomutasa {soenzimas con la banda superior muy tenue

con el primer compuesto pero o los 48 horas se hizo mas visible y gruesa, esto se obser.
veo en las Figuras 27 y 28, ’

FIGURA 27

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA

DE Entamoebo histalytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN.
TES CONCENTRACIONES DEL. METABOLITO F-1% AISLADO DE Zon
thoxylum liebmonniarum DESPUES DE 28 HORAS.

x.] . "
@ . —— ———— w—
b e

Entamoeba histolytica en presencia de a.- 250; b,~ 250; c.- 675; -~
d,- 675 g/ml €~ contral, después de 24 horas, Lareaccidn enzima

tica se manifests despugs de la electroforesis con sulfato de fenozina
y nitro azul de tetrazolium,
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FIGURA 28

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN.
TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO F-14 AISLADO DE Zgn-
thoxylum liebmoaniarum DESPUES DE 48 HORAS.

®

©

“°ef.
a b d

c e

Entamaeba histolytica en presencia de a.- 250; b.- 250; c.- 675; --
d- 675 g/ml e.- conlrol, después de 48 horas. La reaccion enzimg

tica se manifestd después de fa electroforesis con sulfato de [enazina
y nitro azul de tetrazolium.

51,



Con el compuesto M2P5 el desarrolla de isoenzimas fue muy irregular. a tas 24 —

horas no hubo relocidn con la concentracién utilizada ni con ef tiempo de incubacién -
como se muestro cn la Figuro 29,

FIGURA 29

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA
DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN,

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO M2P5 AISLADO DE —
Zanthaxylum liebmoanniarum DESPUES DE 28 HORAS.

®
oW o W W

[

@—

a

o Y —
c d e ’

b

Entamoeba histolytica en presencia de o,- 250; b.- 250; c.~ 675; —

d.- 675 g/ml e~ control. después de 24 horas. La reaccion enzimé

tica se manifesté después de la electroforesis con sulfato de l’enazlha
y nitro qzul de tetrazolium,
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4.2 DISCUSION

El efecto letal de los metabolitos aislados de Zanthoxylum liebmanniui-unt sobro

fos trofozoitos de Entamocba histolytica, sugiere que son compuestos potenciaimen-

te amebicidas, Correlacionandose este efecto con la modificacion electroforética —
de una enzima de la via glicolitica especificamente de la Fosfoglucomutasa, siendo
esta una de los primeras manifestaciones de los compuestos asi como el efecto que
produce la inhiticién enziméatica de la Fosfofructocinasa dependiente de Pirofosfato
(12} con andlogos de este compueslo,

De acuerdo a los resultados obtenidos, el principio activo, de los tres inhyibldores,
mostré tener relacion directa con su constitucion quirica, “En donde el éfecta ‘ménos
importante se observé con los andlogos de Pirofosfato 1y Il a las 24 horas. de cull/ vo.
y sdlo hasta después de 72 horas se presentaron diferencias en su crec:m!enra compa -
rativamente con el testigo.

Esto podria explicarse coma una consecuencia de los recursos metabdllcos de/ -
protozoario tan extraordinarios, pues cuenta con una enzima capaz de fos/'orllar a Ia
Fructosa 6 {P) utilizando ATP y continuar la via glicolitica (35,36),

Por otro lado el desarrollo de isoenzimas en la Fosfoglucomutasa sé iu.:wr fiaq in' -
firiendo que la inkibicién causada por los andlogos de Pirofosfato, ‘trofo conig Eonse =
cuencia que la fosforilacion de la Fructosa 6 [P] no se llevara a cabo Vpor e./éta‘/;dzdn
se acumulara favoreciendo la reaccién reversible, TR

En estas condiciones la Fosfofructoisomerasa hizo posible que la Fr
acumulada se convirtiera a Glucosa § (P) v la Fosfoglucomutasa en formade'isoenzi-
mas la transformara a Glucosa 1 {P) cormo sucede en otros casas (1], :

Estas suposiciones se apoyoan, en los resultados e,xperlmenfla'(gas' b

presencia de isoenzimas en la Fosfogiucomutasa fue.clara revelando
este efecto donde el nimero de isoenzimas aesafralladas,cpn {os 'analogas 'y II fde
muy importante.
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A pesar de ello, lo sorprendente fue, que el efecto se minimizo y llego a desopa -
recer despucs de 48 y 72 horas. a) Los andlogos de Pirofosfato se biotransforman y ya
no actuaron. b) El aumento en la sintesis de Pirofosfato por los cual lu inhibicion —
competitiva va no se da. De donde inferimos que los trofozoitos recuperaron su via -
metabdlica habitual al utilizar Pirofosfato en lugar de analogos y asi fosforilar lu Fruc
tosa 6 (P) con la Fosfofructocinasa dependiente de Pirofosfato, Esto puede explicarse
de tres maneras: al Los andlogos de Pirofosfato fucron biotransfortados (por los sis~
temas metabolicos de la amiba) a metabolitos que no presentan inhibicion, b) El -~
aumento de la sintesis de Pirofosfato en la amiba podra disminvir la inhibicién compe,
titiva de los andlogos estudiados. ¢] Dado que se presentaron iscenzimas de la Fos -
foglucomutasa dependiente de Pirofosfato que son menos sensibles a los compuestos
por 1;7 cual el efecto letal fue menos marcado. De tal manera que el tiempo de incu -

bacidn y as condiciones de cultivo fue determinante en los resultados obtenidos.

Por otro lado el efecto letal mas importante lo encontramos con el inhibidor 111, -
a las 24 horas de cultivo. Sin embargo, este disminuyo a las 48 y 72 horas, La inter -
pretacion de estos resultados fue que la inhibicién de la enzima por el analogo provo-
co dofios mas dr@sticos aun en concentraciones pequeiias que no pudieron ser compen~
sadas por la amiba dando el efecto letal mas tempranomente.

A pesar de ello despues de este periédo suponeros que el andlogo se agoto o fue
metabolizado por esta razén despues de 48 y 72 horas ya no hubo cfeclo. Al compu-
rar el efecto letal del extracto completo de Zanthoxylum liebmannniorum con el -

andilogo de Pirofosfato Ill, observamos cierta similitud, pues en ambos este se ob —

servo a las 24 horas y la concentracion utilizada no fue relevante,

Esta igualdad de comportamiento parece interesante pues se trata de un extracto
crudo, que produce una modificacién similar en el corrimiento electroforético de la -
enzima y la Gnica diferencia fue que esta alleracién permanecio durante mas tiempo,
tendiendo o desaparecer a las 72 horas, observandose sélo una banda como en los tes
tigos. Por lo que inferimos que los cambios producidos en la enzima desaparecieron -
al agotarse el extracto,
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CAPITULO v



CONCLUSIONES

1. La fosfofructocinasa dependiente de pirofosfoto de Enlamoebu h:stalzlicg cepn HM)- ‘—’
IMSS fue inhibida por tres andlogos de pirofosfato - 1) Hldroxlmenlen dl/'osfonato tetrasé-
dico, - {1) Sal sédica del dcido [ 1-hidroxietiliden) brsfos[omca. ) H:droxmonanc di/'osfana‘

to tetrasédico,

2, Se observaron diferentes niveles de Ielahdad con Ios lres analagas de P:rorosfala predomr
nando con el andlogo de pirofosfato 11} Hldraxmonano dlfosfanalo tetras

3, El efecto letal de los compueslas sobre los trofazouos de Entamnebg hlsto zl ca ‘lsmmu-
y3 despuds de 48 y 72 hioras de cum vo. : ; )

4 La presencio de Isoenztmas de la Fos[aglucomutasa en Ias trorozoitas wables f ue mdicall
as analagos de Pirofosfato.” : :

5, Se observé un efecto lélal semefante con el anélogo 11} Hidroxinonano difos[oh’ato tel'ra'sé
dico y.el campuesto crudo de Zanthoxylum liebmannigrum desarroliondose /gualmente isa

enzimas.

6. Se probaron cuatro grupos de compuestos aislados de Z anthoxylum llebMahm‘arl)m,giqh di-

ferentes concentraciones, Dentro del primer metabolito E-1X tuvo el efecto fetal més.im

portante con el desarrollo de isoenzimas y el compuesto 4-A igualmente lo presento be'ro"
en forma maos tordia a las 48 horas,

7. El sequndo grupo de compuestos oislados de Zanthoxylum liebmanniorum utilizendo con =
centraciones de los mas altas no tuvieron efecto letol importante pero si el desarrollo de
isoenzimas de la Fosfoglucomutasa.

8. El tercer grupo formado por los compuestos M-9 y A 3' a pesar de utilizar concehtracio -
nes de los mas altas no tuvieron efecto letnl importante pero si el desorrolio de isoenzi —-

mas de la Fosfoglucomutuosa,
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9. Finalmente e{ cuarto grupo constituido por los cnnréues(as F~14'y M2P5 tuvieron un efec-
to letal importante a las 24 horas con el desarrollo de isoenzimas de Ia Fosfoglucomutasa
que desaporecieron despuds de 48 horas. :

10.Probablemente el efecto lelal de e:to ‘ L3 lmcv‘o con alreracmnes metabolicas

que traen como consecuencla el desa, zimas. .

eleclroforellco de Ia Fos[‘ag(ucomulasa po- -
ne: melabollcas antes de que se praduzca un efecto letal -

11.0e tal manera que se prupone que el pn!

drfa ser indicativo de altera ic

en los trofozoitos de Entamoe a hislalgllca
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