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1. RESUMEN

La amibiasis es una infeccion parasitaria causada por el protozoario Entamoeba
histolytica. Representa una de las tres primeras causas de muerte por parasitos a nivel
mundial, superada sélo por la malaria y la esquistosomiasis. La amibiasis afecta
aproximadamente 50 millones de personas cada afio, ocasionando cerca de 100,000
muertes. El ciclo de vida de E. histolytica presenta dos fases, el trofozoito es la fase
invasiva y la mas estudiada en tanto que el quiste es la fase infectiva y menos estudiada
debido a la imposibilidad de obtenerlo in vitro. En este trabajo nos planteamos el
objetivo de inducir el ciclo de vida axénico in vitro de E. histolytica e inhibir su
diferenciacion empleando NaF, teofilina, cafeina, metronidazol y el extracto metandlico
de Castela texana. Para este propodsito se desarrollé una metodologia para inducir la
formacion de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica. El método denominado
TGC7 consistié en inocular trofozoitos en muy buen estado en el medio TYI-S-33
glucosado y gaseado con CO; por 2 min, e incubados a 37°C por 7 dias. Las estructuras
semejantes a quistes de E. histolytica obtenidas en este trabajo muestran las siguientes
caracteristicas: se encuentran en agregados, son estructuras esféricas, son resistentes al
tritén X-100/30 min al 0.15%, al microscopio de UV en presencia de calcoflior M2r al
10% emitieron fluorescencia intensamente, en cortes semifinos vistos al MET las
estructuras semejantes a quistes presentaron multinucleacion con cromatina condensada
unida a la membrana nuclear, contiene grandes vacuolas en el citoplasma y presenta una
delgada pared celular. La topografia de las estructuras semejantes a quistes observadas al
MEB y al microscopio de fuerza atomica muestra que estas estructuras quisticas estan
bordeadas por una cubierta de bordes irregulares. Para inducir el ciclo de vida axénico in
vitro de Entamoeba histolytica, las estructuras semejantes a quistes resistentes al triton
X-100 al 0.0001% por 30 min, fueron inoculadas en el medio TYI-S-33 y una nueva
poblacién de trofozoitos de E. histolytica fue obtenida. El proceso de desenquistamiento
fue asincronico. Por otra parte, se determind la Clsy del NaF, teofilina, cafeina,
metronidazol y el extracto metanolico de Castelu texana sobre el crecimiento axénico
in vitro de E. histolytica; posteriormente se evalud la concentracién correspondiente al
Clso de cada agente quimico sobre el proceso de induccién de estructuras semejantes a
quistes, los agentes quimicos que presentaron mayor actividad inhibitoria sobre la
induccion de estructuras semejantes a quistes fueron respectivamente el metronidazol,
calcoflior M2r y el extracto metanélico de Castela texana. No se observo diferencia
significativa de los otros tratamientos con respecto al control.



contra la amibiasis; en otros trabajos reportan el hallazgo de dafio neurologico en
humanos (Schaumburg et al., 1983), asi como también existen trabajos que evidencian la
resistencia in vitro que desarrolla E. histolytica a esta droga (Thepsuparungsikul ef al.,
1971), por lo que es inminente la bisqueda de nuevos antiamibianos ya sea que actien
sobre trofozoitos o que interfieran con ¢| proceso de diferenciacion a quiste.

Se ha reportado una serte de agentes quimicos que actian en el proceso de
crecimiento y diferenciacion de algunos eucariotes unicelulares como Hartmanella
culbertsoni, Tripanosoma cruzi, Tripanosoma lewisi, Dictiostelium discoideum y
Entamoeba invadens, estos agentes quimicos evaluados son NaF, L-epinefrina y 2-
hidroxitiramina (dopamina) los cuales son considerados estimuladores de la adenilil
ciclasa, asi como cafeina y teofilina son considerados inhibidores de la fosfodiesterasa
del AMP¢ (Valdez et al., 2000). Si bien el AMPc o 3.5 -adenosin monofosfato ciclico
tiene un papel importante en el control del crecimiento de células en cultivo; la cafeina y
la teofilina, agentes inhibidores de la fosfodiesterasa del AMPc, disminuyen el
crecimiento de las células BHK (Burk, 1968) por otra parte se ha reportado que la
teofilina induce el enquistamiento de Hartmanella culbertsoni (Vema et al., 1974), al
emplear estas drogas aumentan los niveles de AMPc debido a la inhibicién de la
actividad de la fosfodiesterasa del AMPc. También se han encontrado evidencias de que
el AMPc controla gran variedad de funciones en los hongos, tales como la utilizacién de
fuentes exogenas de carbono, la conidiacion, ¢l dimorfismo sexual y el fototropismo
(Pall, 1981).

En Dictiostelium discoideum cuando los nutrientes son escasos, estas amibas tienden
a agruparse inducidos por la concentracion de AMPc extracelular, el cual forma centros
de agregacion y es vertido al medio por las amibas; es entonces que se forman
pseudoplasmodios hasta transformarse en un cuerpo fructifero (Gerish, 1987). En
Trypanosoma lewisi el AMPc juega un papel muy importante en el proceso de
diferenciacion ya que pasa de su fase reproducible no infectiva, a otra no reproducible e
infectiva; lo cual es inducido por la accion de los anticuerpos generados en el hospedero,
con un aumento considerable en los niveles de AMPc¢ (Strickler y Patton, 1975). En
Entamoeba invadens se ha reportado inhibicién tanto del crecimiento como de la
diferenciacion al emplear NaF a 5 y 10 mM ya que el NaF estimula la adenilil ciclasa de
manera independiente de las proteinas G de membrana (Valdez et al., 2000). Por otra
parte el proceso de enquistamiento de E. invadens se ha visto disminuido al emplear

extracto metandlico de Castela texana en el medio de enquistamiento (Calzado er al.,
2007).
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Figura 5. Sitios de accion de la cafeina, teofilina y NaF en el metabolismo
del AMPc. La sintesis del AMPc es inducido por la adenililciclasa la cual es
estimulada por el NaF, en tanto que es degradada por la fosfodiesterasa, la cual
es inhibida por la cafeina y la teofilina.

5.12. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud cataloga a la amibiasis como la tercer causa de
muerte por parasitos protozoarios, anualmente mas de 100 mil muertes y alrededor de 50
millones de casos de amibiasis son reportados por los organismos de salud en el mundo.
A la fecha la droga de eleccion para el tratamiento de la amibiasis y sus miltiples
manifestaciones clinicas es el metronidazol, sin embargo presenta la desventaja de
presentar efectos secundarios indeseables en el humano y ademas existen reportes
recientes de que algunas cepas de E. histolytica presenta resistencia a esta droga, aunado
a otros reportes que muestran actividad mutagénica y carcinogénica. Ademds se
desconocen los mecanismos involucrados en la patogenicidad de E. histolytica, asi como
aquellos involucrados en el desarrollo del ciclo de vida de E. histolytica, debido
principalmente a que no se cuenta con un medio o método que permita obtener ¢l estadio
de quiste de E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro y de esta manera poder
realizar estudios encaminados al desarrollo del ciclo de vida de E. histolytica, por lo cual
en este trabajo planteamos la posibilidad de desarrollar un medio 0 método que permita
obtener bajo condiciones axénicas el ciclo de vida de Entamoeba histolytica in vitro.

Por ofra parte, hasta ahora no existe reporte alguno acerca del empleo de agentes
quimicos que actien sobre el proceso de enquistamiento axénico in vitro de Entamoeba
histolytica, por lo cual los resultados que se obtengan en este trabajo podran ser
empleados en investigaciones futuras encaminadas al control de la amibiasis a nivel de
hospedero y del ambiente.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS

Los reactivos empleados en el desarrollo de trabajo fueron grado reactivo y son
provenientes de las casas comerciales especificadas en la Tabla V.

Tabla [V

Origen de los reactivos

Reactivo Casa comercial
Peptona de caseina
Extracto de levadura Bioxon de México
D(+)Glucosa
Acido ascérbico
L-cisteina Sigma Chemical Company (St.
Fosfato de potasio dibasico Louis Mo,USA)
Metronidazol

Acetona

Etanol

N-Lauroylsarcosine (Sodium N-
dodecanoyl-N-methylglycinate).

Eter etilico

Histamina. . Control Técnico y
Caldo nutritivo Representaciones. S.A.de C.V.
Glutaraldehido

Formaldehido

Resina Spurr y Entellan
Colorante DAPI
Sulfato de zinc

Fosfato de potasio monobasico
Hidroxide de sodio

Acido clorhidrico Preductos Quimicos Monterrey.

Cloruro de sodio Lt

Citrato férrico de amonio

Penicilina G-sodica (Pengesod)

Sulfato de estreptomicina

Sulfestrept Proveedora Quimica y Hospitalaria

Yodo lugol
Percoll y calcoflior M2r
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6.2 MATERIAL BIOLOGICO
6.2.1 Cepas de Entamoeba

En este trabajo se utilizo la cepa HMI-IMSS de Entamoeba histolytica, la cual se
encuentra en el Laboratorio de Biologia Celular del Departamento de Biologia
Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon.

La cepa IP-1 de Entamoeba invadens fue donada por el Dr. Juan Mora Galindo del
Centro de Investigaciones Biomédicas del Occidente (CIBIO).

6.2.2 Cepas de enterobacterias. En este trabajo se emplearon las enterobacterias
Escherichia coli y Enterococcus faecalis, las cuales amablemente fueron donadas
por la M.C. Maria Manuela Vela Franco y por la Dra. Licet Villarreal Trevifio del
Laboratorio de Microbiologia General del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de esta Facultad.

6.2.3 Quistes de Enfamoeba histolytica de pacientes con diagndstico de amibiasis. De
diferentes clinicas de seguridad social del IMSS ubicadas en el drea metropolitana de
Monterrey, N. L. y del Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leén, se obtuvieron muestras fijadas de heces fecales de pacientes diagnosticados
positivos para E. histolytica.

6.2.4 Suero bovino. El suero bovino empleado en este trabajo se obtuva a partir de
sangre de bovino recién sacrificado en el Rastro de Monterrey; se dejd coagular por
6 h a 4°C, se separ0 por centrifugacion (5,000 rpm durante 15 min.) el suero del
coagulo, posteriormente se filtrd con papel Whatman No. 1 y se esterilizd a 2
KGy en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) y se almaceno a
-70°C. A un mes de utilizarse se almacend a -20°C, posteriormente se descongelo a
temperatura ambiente, posteriormente se descomplementé a 56°C/30 min agitdndolo
suavemente cada 5 min, posteriormente se le realizd prueba de esterilidad
transfiriendo asépticamente 10 mL de este suero a tres tubos estériles de borosilicato
con tapon de rosca y se incubaron a 37°C por 72 h, una vez corroborada su
esterilidad se almacené a -20°C hasta el momento de su empleo.

6.2.5 Bilis bovina. Se pesaron 0.5g de bilis bovina (Sigma), se diluyeron en 10 mL de
PBS, se esterilizo con filtros millipore de 0.22pm y se almacend a -20°C hasta su
empleo.

6.2.6 Extracto metanolico de Castela texana. Este extracto fue amablemente donado

por ia Dra. Carmina Carlota Calzado Flores, del Centro de Investigaciones
Biomédicas del Noreste (CIBIN).
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6.3 PREPARACION DE REACTIVOS

6.3.1

6.3.2

633

6.3.4

6.3.5

6.3.6

6.3.7

638

639

6.3.10

6.3.11

6.3.12

Acetato de uranilo. Se pesaron 2.5 g de acetato de uranilo y se disolvieron en 50
mL de etanol al 50%. La solucion se almacen¢ a 4°C protegido de la luz.

Acido clorhidrico 0.1N. Se diluyeron 0.41 mL de HCI concentrado (12N) en 50
mL de agua destilada.

Alcohol acido. Se pesaron 0.45 mL de acido acético y se aforaron a 100 mL con
alcohol etilico.

Aleohol al 70%. Se tomaron 70 mL de alcohol etilico absoluto y se aforaron a
100 mL con agua destilada.

Alcohol al 90%. Se tomaron 90 mL de alcohol etilico absoluto y se aforaron a
100 mL con agua destilada.

Alcohol yodado. A 100 mL de alcohol etilico al 70% se le agregaron 10 g de
cristales de yodo, para obtener una solucién café-oscura.

Azul de toluidina. Se disolvio 1 g de borato de sodio en 100 mL de agua destilada
en ebullicion y se agregaron 0.5 g de azul de toluidina hasta disolver
completamente, se filtré y se utilizo.

Azul de Coomasie (Coomassie brilliant blue G). Se pesé 1.25g de azul de
Coomasie, se agregaron 227 mL de metanol, 46 mL de 4dcido acético y se afor6 a
500 mL.

Buffer de carga 2X. Mezclar Tris-HCl 100 mM pH=6.8, SDS 1%,
betamercaptoethanol al 4%, Coomasie brilliant blue G 0.02% y glicerol 24%.

Buffer salino de fosfatos (PBS). Se pesaron 8 g de NaCl, 1.44 de K;HPO,, 0.24
de KH>PO; y 0.2 g de KCl, se disolvieron en 1000 mL de agua destilada, se
ajusto el pH a 7.4, posteriormente se alicuotaron de manera conveniente para
esterilizarse por autoclave a 121°C/15 min.

Buffer de fosfatos 0.2M, pH=7.2. Se prepararon las siguientes solucicnes de

trabajo.

-Solucion A: Se disolvieron 27.8g de K;HPO4 en 1000 mL de agua destilada.

-Solucion B: Se disolvieron 53.65g de KH,PO4 en 1000 mL.  de agua
destilada.

-Mezclar 28 mL de la solucion A con 72 mL de la solucion B para obtener un
volumen final de 100 mL y un pH de 7.2.

Carbol-xilol. A tres volimenes de xilol se le afiadié un volumen de fenol.
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6.3.13 Citrato de plomo. Se prepard una solucién inicial con 9 mL de agua
descarbonatada y 1 mL de solucién NaOH 1IN, en la que se disolvieron 0.03g de
citrato de plomo. Se guardé en refrigeracion en recipiente ambar.

6.3.14 Calcofldor M2r 1.0%. Se pesé 0.1 g de calcofliory se aforé a 10 mL con
agua destilada.

6.3.15 Colorante tricromico de Gomori. Se pesaron 0.6g de cromotrofo 2R, 0.15g de
verde claro SF, 0.15g de verde rapido FCF, se mezclaron los colorantes con 0.1
mL de acido acético glaciar, se dejaron reposar 30min, enseguida se disolvieron
en 100 mL de agua destilada (se usa sin diluir).

6.3.16 Fijador (solucion de Shaudinn). Se toma 1 volumen de alcohol etilico al 95%,
y se toman 2 volimenes de la solucion acuosa saturada de cloruro de mercurio;
antes de su uso se afiaden 5 mL de acido acético glacial por cada 100 mL de
solucion.

6.3.17 Formalina al 10%. Se mezclaron 9 partes de agua destilada y una parte de
formaldehido comercial (37-40%) a temperatura ambiente. Para preservar
quistes, por cada parte de la muestra se agregaron 5 partes de formalina al 10%.

6.3.18 Glutaraldehido al 2.5%. Se disolvio el contenido de un frasco ampula con | mL
de glutaraldehido al 25% en 90 mL de buffer de fosfatos 0.2M, pH 7.2 para
obtener una solucién final al 2.5%.

6.3.19 Hidoxido de sodio 10 N. Se disolvieron 40 g de NaOH en 100 mL de agua
destilada

6.3.20 Histamina 0.6 mM, Se disolvieron 0.05 mg de histamina en 25 mL de agua
bidestilada desionizada.

6.3.21 Percoll (Sigma). A la solucion stock de Percoll (100%), se le ajusté la
osmolaridad a 230 mOsm/Kg H,O adicionando una parte de PBS 10X a nueve
partes de Percoll, diluciones posteriores se realizaron en solucion salina y se
almaceno a 4°C hasta su uso.

6.3.22 Resina Spurr (Spurr, 1969). Se pesaron 10g de diéxido de vinil ciclohexano, 6g
de éter de propilenglicol diglicidil (DER), 26g de anhidrido nenenil succinico
(NSA) y 0.4g de dimetil aminoetanol (DMAE). Los componentes se mezclaron
evitando que se formaran burbujas.

6.3.23 Sarcosyl 0.15%. Se pesaron 0.15g de sarcosyl y se aforaron a 100 mL con agua
destilada.
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6.3.24 Solucién acuosa saturada de cloruro de mercurio. Se pesaron 140 g de
cristales de cloruro de mercurio, se disolvieron en 1 L de agua destilada. Se
disuelve el cloruro de mercurio en el agua por calentamiento, se deja enfriar la
mezcla. El exceso de cloruro de mercurio se decanté y se filtro la solucién
sobrenadante con papel Watman No.1, la solucion transparente se guardé en un
frasco de vidrio con tapon.

6.3.25 Solucion de hidoxide de sodio 1 N. Se disolvié 0.01g de NaOH en 2.5 mL de
agua descarboarbonatada.

6.3.26 Solucidén de penicilina-estreptomicina
a) solucidn concentrada de penicilina: A un frasco ampula de 1,000,000 U de
Penicilina-G sddica cristalina, se le inyectaron 5.0 mL de agua bidestilada
estéril con aguja y jeringa estéril para disolver la penicilina.

b) solucién patrén de penicilina-estreptomicina: A un frasco ampula de sulfato de

estreptomicina, se le afiadieron bajo condiciones de esterilidad, Ia
solucion concentrada de penicilina y se mezclaron.

) solucién_de trabajo de penicilina-estreptomicina (1000 X): Se transfiri6
asépticamente toda la solucion patron de penicilina-estreptomicina  del
frasco ampula en una probeta estéril de 25 mL y se aforé a 20 mL con agua
bidestilada estéril. Se almacené a -20°C en alicuotas de 5 mL en tubos de 13
x 100 mm. cubiertos con papel aluminio.

6.3.27 Solucién salina fisioldgica. Se disolvieron 0.85 g de NaCl en 100 mL de agua
destilada

6.3.28 Soluciéon decolorante. Se mezclaron 25 mL de metanol, 35 mL de 4cido acético
y se aforarona 500 mL. Se almacené a temperatura ambiente

6.3.29 Sulfato de zinc (6=1.18 g/mL). Se disolvieron 331g de ZnSO; en un litro de
agua destilada tibia, se filtr6 en papel Watman No.l, posteriormente se
determiné la densidad, en caso de que esta sea inferior a 1.18 g/mL, se afiadié
mas ZnSQOy, y cuando el valor fue mayor se agrego agua). Para muestras fijadas
con formalina se prepar6 a una densidad de 1.20 g/mL.

6.3.30 Tetréxido de osmio OsO4 1%. Se disolvieron 0.25 g de OsO4 en 25 mL de
buffer de fosfatos 0.12 M quedando a una concentracion final de 1%

6.3.31 Triton X-100 al 1%. Se disolvid 1.0 mL de tritén X-100 en agua destilada y se
aforo a 100 mL.

6.3.32 Tris-glicina 5X (500 mL). S¢ pesaron 7.55 g de Tris base, 47,0 g de glicina, se
mezclaron con SDS al 10% y se aforé a 25 mL.
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6.3.33 Yodo-lugol. Se pesaron 5.0 g de yodo, 10 g de yoduro de potasio y se disolvieron
en 100 mL de agua destilada.

6.4 MEDIO DE CULTIVO
6.4.1 Preparacion del medio TYI-S-33

Se mezclaron todos los componentes descritos en la Tabla V, se disolvieron en agua
desionizada. El medio se ajusté a pH 7.0 con NaOH 10N, se hicieron alicuotas de 10
mL en tubos de borosilicato de 16 x 125 mm con tapén de rosca, y se procedié a
esterilizar por calor himedo a 121°C/15Lb/15min., se dejaron enfriar a temperatura
ambiente, se les realiz6 prueba de esterilidad a 37°C/24 h y se almacenaron a
congelacion hasta su empleo.

Tabla V
Composicion del medio TYI-S-33 (Diamond, 1978)
COMPONENTES CONCENTRACION g/500 mL de
agua desionizada

Peptona de caseina 10.00

Extracto de levaduras 5.00

NaCl 1.00

L-cisteina 0.50

Acido ascorbico 0.10

K:HPO, 0.50

KH,PO, 0.30

Citrato férrico de amonio 0.00114
D-glucosa anhidra 50

6.5 METODOS
6.5.1 Mantenimiento de Entamoeba histolytica HM1-IMSS

Se realizaron resiembras de 2x10* cel/mL tanto en el medio TYI-S-33, contenido en
tubos de borosilicato de 16X150 con tapon de rosca, agregando a cada tubo 1 mL de
suero, 0.ImL de solucion penicilina-estreptomicina (1000 X) y posteriormente se
incubaron a 37°C durante 72 h.

6.5.2 Cinéticas de crecimiento de Entamoeba histolytica

Se enfrio el tubo fuente de indculo a 0-4°C/15 min, se determiné el nimere de
células/mL, se dispuso de una serie de 18 tubos conteniendo 10 mL del medio TYI-S-33,
adicionado con 1.0 mL de suero y con 0.1 mL de la solucion de antibidtico,
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posteriormente se inoculd cada tubo con 2x10* cél/mL, se incubaron a 37°C/6 dias, se
realizaron cuentas por triplicado cada 24 horas para determinar el incremento de células/
mL y el tiempo en ¢l que se alcanzé el mdximo rendimiento celular.

6.5.3 Obtencion de quistes de E. histolytica a partir de heces fecales

Se obtuvieron muestras de heces fecales de pacientes diagnosticados ¢on amibiasis,
estas muestras estaban fijadas con formol al 10%, ya en el laboratorio se tomé muestra
de las orillas de las heces fecales formadas y pastosas, posteriormente se resuspendié en
agua de la llave y se centrifugé a 2,500 rpm/1 min, se elimind el sobrenadante (este paso
se repitid dos veces), enseguida se agregd ZnSO,4 0=1.18 g/mL, se centrifugé a 2500
rpm/S min, se dejé reposar 30 min. y enseguida se recuperé la capa superior en un tubo
eppendorf (Fig. 8).

6.5.4 Induccion de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica bajo
condiciones axénicas in vitro

6.5.4.1 Disefio experimental

Con el fin de encontrar las condiciones optimas para inducir in vitro la formacion de
estructuras quisticas de E. histolytica bajo condicienes axénicas, se realizaron una serie
de bioensayos las cuales se resumen en la Tabla VI. En estos bioensayos fue empleado
el medio TYI-S-33 (Diamond, 1978) y los tratamientos bajo estudio fueron siete factores
quimicos y cuatro factores fisicoquimicos, los factores quimicos analizados fueron la
disposicidn en el medio de cultivo de glucosa, suero, antibidtico, medio condicionado
con Escherichia coli, medio condictonado con Enterococcus faecalis, bilis ¢ histamina,
los factores fisicoquimicos fueron reduccion del medio de cultivo con CO,, el tiempo de
gaseo con COs, pH y tiempo de incubacidon a 37°C, en base a la combinacion de estos
tratamientos, se diseftaron una serie de bioensayos los cuales se indican a continuacion:

. Ausencia de glucosa, reduccion del potencial redox, medio con pH 7
. Ausencia de glucosa, reduccidn del potencial redox medio con pH 9
. Ausencia de glucosa, sin reduccion del potencial redox, medio con pH 7
. Ausencia de glucosa, sin reduccién del potencial redox medio con pH 9
. Primera etapa: con de glucosa, con reduccion del potencial redox, medio pH 7,
Segunda etapa: ausencia de glucosa, reduccién del potencial redox, medio con pH 7
6. Primera etapa: presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, medio con pH 7
Segunda etapa: ausencia de glucosa, reduccioén del potencial redox, medio con pH 9
7. Primera etapa: presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, medio con pH 7
Segunda etapa: con de glucosa, con bilis, reduccién del potencial redox, medio pH 7
8. Prumera etapa: presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, medio con pH 7
Segunda etapa: con de glucosa, con bilis, reduccion del potencial redox, medio pH 9
9. Primera etapa: presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, medio con pH 7
Segunda etapa: con de glucosa. reduccidon del potencial redox, medio pH 7
10. Primera etapa: presencia de glucosa, reduccién del potencial redox, medio con pH 7

(T I N S R S
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Segunda etapa: con de glucosa, reduccion del potencial redox, medio pH 9
11. Primera etapa: presencia de glucosa, reduccién del potencial redox, medio con pH 7
Segunda etapa: con medio condicionado con enterobacterias, sin glucosa, con histamina,
reduccion del potencial redox, medio con pH 7
12. Primera etapa: glucosa, reduccion del potencial redox, medio pH 7, segunda etapa: medio
condicionado con enterobacterias, con histamina, reduccidn del potencial redox, medio pH 9
13. Presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 7, incubacion por 4 dias a 37°C
14. Presencia de glucosa, reduccién del potencial redox, pH 7, incubacién por § dias a 37°C
15. Presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 7, incubacién por 6 dias a 37°C
16. Presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 7, incubacién por 7 dias a 37°C
17. Presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 9, incubacién por 4 dias a 37°C
18. Ausencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 9, incubacion por 4 dias a 37°C
19. Presencia de glucosa, reduccion del potencial redox, pH 7, incubacién por 7 dias a 37°C

Para encontrar las condiciones optimas para inducir in vitro la formacion de
estructuras quisticas de E. histolytica bajo condiciones axénicas se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con arreglo multifactorial de 14 x 8 con 4
repeticiones. La unidad experimental fue el trofozoito de Entamoeba histolytica
diferenciado a quiste.

El modelo utilizado fue:
Yij = p +Ai + Bj

Donde:

Yij =Valor observado en la K-esima repeticion, del J-ésimo nivel de| factor B(factor

fisicoquimico) para el i-ésimo nivel del factor A(factor quimico)
p = Representa la medida comun de resistencia al detergente antes de aplicar los

tratamientos

Ai =Representa el i-ésimo nivel del factor quimico (A) (0:ausencia; 1:presencia)

Bj = Representa el j-ésimo nivel del factor fisicoquimico (B) (0:ausencia; 1:presencia)
(Steel et al., 2000).

El experimento consistié en evaluar el porcentaje de estructuras semejantes a quistes

de Entammoeba histolytica inducidos bajo condiciones axénicas que fueron resistentes al
detergente triton X-100 al 0.15% por 30 min.
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6.5.4.2 Obtencion de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica in vitro bajo
condiciones axénicas

Se cosecharon células a las 72 h de incubacion a 37°C, crecidas en tubos de
borosilicato de 16x150mm con tapén de rosca, se despegaron de la base del tubo
enfriando estos por 15 min en agua-hielo, se centrifugaron a 1,500 rpm/S min, se lavaron
con PBS pH 7.4, nuevamente se centrifugaron a 1,500 rpm/5 min, se eliminé el
sobrenadante y se agregaron 10 mL de TYI-S-33, se inocularon 2x10* cé/mL en 20
tubos de borosilicato con tapén de rosca de 18x150mm conteniendo 15 mL de medio
TYI-S-33 adicionado con 1.5 mL de suero y 0.15 mL de antibiético, (mezcla de
penicilina-estreptomicina), posteriormente se gasearon con CO,/2 min (99.9% grado de
pureza ) y se incubaron a 37°C por 7 dias. Transcurrido este tiempo se cosecharon las
estructuras quisticas por decantacion, se determinaron las células totales, se
centrifugaron a 2000 rpm/10 min, se trataron con el detergente triton X-100 al 0.15% /30
min y se determind el porciento de estructuras semejantes a quistes, posteriormente se
enjuagaron 3 veces con PBS pH 7.4, se eliminé el PBS y finalmente se obtuvo el
paquete celular (Fig. 6 y Fig. 8).

- =51
Determinar
r & células totales
(8] (! A s
Trofozoitos de moy buen Especto e Centrify a
I_r;glfuszﬁigc:ﬁlg: n;'q.v buet aspecto o T 10 mL) Cosechar células 2000 rpm‘f%tmin
e iy ———Suero (1 mL) por decantacion
Antibiotico (0.1 mL) Antibdtico (0.1 ml)
Incubar 37°C/3 dias CO.2 min *
RN Incubar 37°C/7 dias
Lavar células con
triton X-100 a
0.15%/30 min
U! Determinar el porcentaje
Recuperar el Eliminar l@{ Enjuagar 3 veces de ESQ resistentes
paquete celular de sobrenadante con PBS 7.4 al detergente
ESQ

Figura 6. Estrategia experimental para obtener estructuras
semejantes a quistes de E. histolytica. La estrategia consiste
basicamente el empleo de trofozoitos en optimas condiciones, gaseados
con CO; e incubados a 37°C/ 7 dias y una vez trascurrido este tiempo se
obtienen abundantes estructuras semejantes a quistes de E. histolytica in
vivo, bajo condiciones axénicas.

6.5.4.3 Cinética de induccion de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica in
vitro bajo condiciones axénicas

Esta cinética se realizo conforme a los pasos que se describen a continuacion.

1 -Enfriar el tubo fuente de indculo (el cual previamente se habia inoculado con 2
x 10* cel/mL) a 0-4°C/15 min e incubado a 37°C/3 dias.

2.-Despegar las células de la base del tubo por agitacion suave. 33



3.-Centrifugar a 1,500 rpm/5 min, eliminar el sobrenadante y reservar el
paquete celular.
4 -Lavar las células con PBS pH 7 4.
5.-Centrifugar a 1,500 rpm/5 min.
6.-Eliminar el sobrenadante y reservar el paquete celular,
7.-Agregar al paquete celular 10 mi. de TYI-S-33.
8.-Determinar las células/mL.
9.-Inocular 2x10* cél/mL en 70 tubos de borosilicato con tapén de rosca de
18x150mm conteniendo 15 mL de medio TYI-S-33 adicionado con 1.5 mL de
suero y 0.15 mL de antibidtico (mezcla de penicilina-estreptomicina).
10.-Gasear cada tubo con CO»/2 min (99.9% grado de pureza).
11.~-Incubar a 37°C por 7 dias.
12.-Cosechar las estructuras semejantes a quiste por 7 dias, cada 24 h, enfriando
cada tubo en agua-hielo a 0-4°C/15 min.
13.-Determinar las células totales.
14.-Verter el volumen total en un tubo cénico y centrifugar a 2000 rpm/10 min.
15.-Eliminar el sobrenadante y reservar el paquete celular.
16.-Retar células al detergente triton X-100 al 0.15% /30 min.
17.-Determinar el porcentaje de estructuras semejantes a quistes resistentes al
detergente triton X-100.
18.-Graficar resultados y analizar.

6.5.5 Induccion del ciclo de vida axénico in vitro de E. histolytica

A partir de las estructuras semejantes a quistes y resistentes al triton X-100

[0.0001%)]/30 min, y separadas por el método de densidad discontinua por gradientes de
Percoll, se realizé la prueba de viabilidad (desenquistamiento) in vitro como se describe
a continuacion:

1.-Se obtuvieron las formas semejantes a quistes de E. histolytica, resistentes al
tritén X-100 [.0001%] /30 min.
2.-Se enjuagaron tres veces empleando PBS.
3.-Se centrifugé a 1200 rpm/5S min y el paquete se lavo 2 veces con TYI-S-33.
4.-Nuevamente se obtuvo el paquete celular.
5.-Se inoculo el paquete celular obtenido en un tubo de 13x100 mm de
borosilicato con tapén de rosca contiendo 5 mL de medio TYI-S-33,
adicionado con suero bovino al 1% y se incubd a 37°C.
6.-Se hicieron observaciones cada 24 h hasta detectar y evidenciar el inicio del
proceso de desenquistamiento.

Una vez que inicié el proceso de desenquistamiento, por decantacion se elimind

aquellas estructuras quisticas que no desenquistaron, dejando solamente aquellas células
que ya se encontraban adheridas a la base del tubo de vidrio, se les agregdé nuevamente
10 mL del medio TYI-S-33, adicionado con 1.0 mL de suero y 0.1 mL de la mezcla de
antibidtico y se incubo a 37°C hasta que se observo un cultivo confluente.
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De este nuevo cultivo, posteriormente se realizé una resiembra en tubos de
borosilicato con tapon de rosca conteniendo 10 mL de medio TYI-S-33 completo, a los
que se les inoculd 20,000 cél/mL, se incubaron a 37°C/72h, posteriormente se realizaron
cinéticas por triplicado y se realizaron lecturas cada 24 h, para comparar la cinética de
crecimiento normal contra la cinética a partir de las estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica desenquistadas in vitro.

Una vez que se obtuvieron las estructuras semejantes a quistes in vitro, asi como
quistes de Entamoeba histolytica a partir de muestras de pacientes se procesaron como
se describe a continuacion:

6.5.6. Separacién por gradiente discontinuo de Percoll

Las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica fueron separadas por el método
de densidad discontinua por gradientes de Percoll. El gradiente discontinuo se realizo en
tubos de vidrio de 10x75mm conteniendo 0.5 mL de percoll al 100%, 80%, 60%, 50%,
30%, 20% y 10%, posteriormente se deposité lentamente y con cuidado el paquete
celular (estructuras semejantes a quistes); se centrifugdé a 1,200 rpm/30 min a
temperatura ambiente, en una centrifuga Solvat J-600, rotor oscilante J6G0R2005. Se
recuperd en un tubo eppendorf la muestra que se obtuvo en percoll en la interfase 20-
30%, posteriormente se lavaron tres veces en PBS y posteriormente se centrifugaron a
1,200 rpm/ 2 min. y se obtuvo el paquete celular, enseguida se lavaron dos veces en H,O
desionizada para eliminar el resto de percoll como se muestra en la figura 7.

Depositar ¢l paquele celular

a)Lavar 3 veces en PBS
— Recup . > b)L:a\arl\:fesen agua
— formado en
d - mterfase 30%/ 20% l

Centrifugar a Procesar segim convenga
1200 rpm/ 30 min (Ver Figs. 7a y 7b)

Figura 7. Separacién de células por gradiente discontinuo de percoll.
Para separar las estructuras semejantes a quistes y quistes de E. histolytica
empleamos la técnica de gradiente discontinuo de percoll.
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6.5.7 Tinciones

Posteriormente a las estructuras semejantes a quistes, resistentes al triton X-100

[0.15%]/ 30 min, y separadas por el método de densidad discontinua por gradientes de
Percoll, se procedio a realizar las siguientes tinciones de:

6.5.7.1 Pared celular (tincién especial)

La muestra se fij0 con glutaraldehido y posteriormente se observo a microscopia de
fluorescencia, para lo cual una gota de esta muestra fue colocada sobre un portaobjetos y
sobre esta se agregd una gota de calcoflior M2R al 1% y se observé inmediatamente con
luz U.V. empleando un Microscopio confocal ldser con un microscopio Olympus!X70
usando el canal de deteccion BASIOIF con 494nm. Nota: Como testigo empleamos
quistes de Entamoeba invadens, los cuales produjimos in vitro empleando el Método de
Alta Tensién de CO; (Morales, 1991).

6.5.7.2 Niicleos (tinciéon especial)

En un portaobjetos se mezclé una pequena cantidad de muestra con una gota de
yodo-lugol, se coloco el cubreobjetos, se analizd el microscopio de luz Zeiss-axiostar y
se fotodocumento con una camara digital SONY DSCp32- cyber-shot de 3 megapixeles.

6.5.7.3 Citoplasma y nicleo (tincion diferencial)

Empleando la tincion tricromica de Gomoroi se procedié a teifiir las estructuras
semejantes a quistes de acuerdo a las técnicas descritas a continuacion.

1.-Depositar el material a tefiir en un tubo cénico, agregar el fijador de Shaudinn
(solucién 1) y dejar actuar por 1h a temperatura ambiente.
2.~Centrifugar la muestra 10 seg. en una microcentrifuga Eppendorf y eliminar el
fijador por decantacion.
3.-Agregar alcohol al 70%-yodado (solucion 2) por 1 min.
4.-Repetir el paso 2 para eliminar la solucién 2
5.-Agregar alcohol al 70% por 1 min.
6.-Repetir el paso 2 para eliminar el alcohol al 70%
7.-Agregar alcohol al 70% por 1 min,
8.-Repetir el paso 2
9.-Agregar el colorante tricromico de 2-8 min. (segln sea necesario)
10.-Repetir el paso 2
11.-Agregar alcohol acidificado al 90% de 15seg,
12.-Repetir paso 2
13.-Agregar alcohol al 95% (solamente enjuagar}
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14.-Repetir paso 2

15.-Agregar alcohol al 95% (enjuagar)

16.-Agregar alcohol at 100%

17.-Repetir paso 2

18.-Agregar xilol por 1 min.

19.-Repetir ¢l paso 2

20.-Se toma una pequefia gota y se deposita en un cubreobjetos limpio.
21.-Montar la muestra empleando resina entellan.

Para las muestras obtenidas a partir de heces fecales de pacientes se procedid de la
siguiente manera:

1.-Agregar alcohol al 70%-yodado (solucién 2) por 10 min.
2.-Centrifugar la muestra 10 seg. en una microcentrifuga eppendorf y eliminar el
fijador por decantacion
3.-Agregar alcohol al 70% por 4 min
4.-Repetir e} paso 2 para eliminar la solucion 2
5.-Agregar alcohol al 70% por 4 min
6.-Repetir paso 2 para eliminar el alcohol al 70%
7.-Agregar el colorante tricromico de 10 min. (segln sea necesario)
8.-Repetir el paso 2
9.-Agregar alcohol acidificado al 90% de 15seg.
10.-Repetir el paso 2
11.-Agregar alcohol al 95% (solamente enjuagar)
12.-Repetir paso 2
13.-Agregar alcohol al 95% por 5 min
14.-Repetir paso 2
15.-Agregar carbol-xilol por 8 min.
16.-Repetir paso 2
17.-Agregar xilol por 10 min.
18.-Repetir el paso 2
19.-Se toma una pequeiia gota y se deposita en un cubreobjetos limpio.
20.-Montar la muestra empleando resina entellan,

Nota: En esta tincion el citoplasma de quistes y trofozoitos se observan de
tonalidad azul-verdosa, con tintes plrpuras, el material nuclear se aprecia de
tonalidad rojiza y el fondo de la preparacién de una tonalidad verde claro.

6.5.8 Microscopia

Se procedié a preparar muestras para microscopia electronica y de fuerza atdmica de
acuerdo a las técnicas siguientes:
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6.5.8.1 Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

1.-A partir de las formas semejantes a quistes y resistentes al triton X-100 [0.15%)/
30 min, y separadas por el método de densidad discontinua por gradientes de
Percoll, se fijo con glutaraldehido al 2.5% en buffer de fosfatos 0.2M/24h a
4°C, (ver Nota).

2.-Centrifugar

3.-Lavar tres veces con PBS

4.-Agregar PBS 12M + Os0Oy ¢ incubar durante 1 h a 4°C.

5.-Centrifugar y eliminar ¢l sobrenadante

6.-Deshidratar en etanol al 66%/10 min (el etanol puede ser sustituido por cetona)

7.-Deshidratar en etanol al 70%/10 min

8.-Deshidratar en etanol al 80%/10 min

9.-Deshidratar en etano! al 90%/10 min

10.-Deshidratar en etanol al 100%/10 min (repetir dos veces)

11.-Lavar dos veces con 6xido de propileno por 15 min. (el 6xido de
propileno puede sustituirse con cetona)

12.-Agregar 6xido de propileno y resina en proporcion 3:1 por 3h

13.-Colocar muestra en resina y 6xido de propileno en proporcion 1:1 por 12 h

14.-Incluir en resina al 100%, polimerizar a 65°C por 48h.

15.-Realizar cortes semifinos

16.-Teitir con azul de toluidina

17.-Observar a microscopio optico.

18.-Realizar cortes finos

19.-Teiiir con acetato de uranilo y citrato de plomo

20.-Observar en microscopio electrénico Zeiss EM-109.

6.5.8.2 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

1.-A partir de las formas semejantes a quistes y resistentes al tritén X-100 [0.15%]/
30 min, y separadas por el método de densidad discontinua por gradientes de
Percoll, se fij6 con glutaraldehido al 2.5% en buffer de fosfatos 0.2M/24h a 4°C,
(ver Nota).

2.-Centrifugar

3.-Lavar tres veces con PBS

4.-Centrifugar y eliminar el sobrenadante

5.-Deshidratar en etanol al 50%/10 min

6.-Deshidratar en etanol al 60%/10 min

7.-Deshidratar en etanol al 70%/10min

8.-Deshidratar en etanol al 80%/10 min

9.-Deshidratar en etanol al 90%/10 min

10.-Deshidratar en etanol al 100%/10 min (repetir dos veces)

11.-Colocar muestras sobre cubreobjetos de Smm de lado por lado.

12.-Adherir cubreobjetos sobre portamuestras de bronce, utilizando cinta de teflon

de doble cara.
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13.-Introducir el portamuestras con la muestra adherida a un desecador de punto
critico (Electron Microscopy Science EMS850) durante 15 min a 10°C.
14.-Cubrir muestras con oro en un recubridor de capa fina JOEL DSM950 a una
velocidad de depésito de 350A a 15-20 Kv durante 30 seg
15.-Observar en un microscopio electrénico de barrido JEOL/EO JSM-
6360 version 1.1, operado a una aceleracién de voltaje de 20 kV.
16.-Fotodocumentar y realizar el andlisis.

6.5.8.3 Microscopia de Fuerza Atomica (MFA) de No-Contacto y Contacto
Intermitente o Tapping.

1.-De las formas semejantes a quistes y resistentes al triton X-100 [0.15%]/30
min, y separadas por el método de densidad discontinua por gradientes de
Percoll, se fijo con glutaraldehido al 2.5% en buffer de fosfatos 0.2M/24h a
4°C.
2.-Centnfugar
3.-Lavar tres veces con PBS
4.-Centrifugar y eliminar el sobrenadante
5.-Deshidratar en etanol al 50, 60, 70, 80 y 90 %/10 min. en cada concentracion.
6.-Deshidratar en etanol al 100%/10min (repetir dos veces).
7.-Colocar muestras sobre cubreobjetos de Smm de lado por lado.
8.-Introducir el portamuestras con la muestra adherida a un desecador de punto
critico (Electron Microscopy Science EMS850) por 15min/10°C.
9.-Despegar la muestra y colocar sobre el portamuestras especial para
microscopia de fuerza atomica.
10.-Observar muestras empleando un microscopio de fuerza atdémica de No-
contacto y Contacto intermitente o tapping.
11.-Fotodocumentar y analizar.,

Nota: En caso de procesar trofozoitos para las diferentes microscopias, estos se
enfriaron a 4°C/15 min, se cosecharon, y se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en
PBS durante 24h a 4°C.
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Figura 8. Estrategia experimental general. Esta estrategia fue empleada para
procesar estructuras semejantes a quistes de E. histolytica obtenidas bajo condiciones
axénicas in vitro.



6.6 ANALISIS ELECTROFORETICOS COMPARATIVOS (SDS-PAGE) DE LOS
COMPONENTES PROTEICOS DE TROFOZOITOS Y DE ESTRUCTURAS
SEMEJANTES A QUISTES DE E. histolytica

Los componentes protéicos de los extractos fueron visualizados mediante
electroforesis SDS-PAGE utilizando la técnica descrita por Laemmli, 1970. Para esto
se elaboraron geles de poliacrilamida siendo el gel separador al 10%, y el gel
concentrador al 5% los cuales se realizaron con las siguientes mezclas:

Tabla VII
Composicién del gel separador de poliacrilamida al 10%
Mezclar: Volumen
Agua destilada 2442 mL
Buffer Tris-SDS ph (8.84X 1.250 mL
Acrilamida al 40% 1.248 mL
APS(Ammonium persulfate) al 10% 50 ul.
TEMED ,N,N’, N'-Tetramethylethylenediamine 10 puL
Tabla VIII
Composicion del gel concentrador al 5%
Mezclar: Volumen
Agua destilada 1.880 mL
Buffer Tris-SDS ph (6.8}4X 0.750 mL
Acrilamida al 40% 0.370 mL
APS(Ammonium persulfate) al 10% 50 pL
TEMED ,N,N’, N'-Tetramethylethylenediamine 10 pL

Una vez realizadas ambas mezclas se procedio conforme a los siguientes pasos:

—

. Montar vidrios

Llenar los vidrios anteriormente montados agregando primero la mezcla
correspondiente del gel separador esperando 10 minutos a que polimerice
para después agregar la parte correspondiente al gel concentrador
aproximadamente 1.5 cm y colocar los peines.

. Una vez polimerizado el gel se sacar los peines con cuidado y lavar los

carriles con agua destilada.

Colocar el gel dentro de la minicAmara vertical de electroforesis (E-C 120
Apparatus, Holbrook, NY) cubriendo el gel con el buffer de cornda Tris-
glicina 1X.

Preparar la muestra agregando proporcionalmente la misma cantidad del
buffer de carga 2x (Tris-HCI 100mM pH 6.8, SDS 1%, 2-B-mercaptoetanol
4%, Coomassie Brilliant blue G 0.02% y Glicerol 24%) a la cantidad de la
muestra.

Homogeneizar las muestras empleando un sonicador (30 seg. para trofozoitos

y 60 seg para quistes). 41
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Mezclar las muestras por pipeteo para lograr homogenizarlas
8. Someter a ebullicion por 5 minutos para desnaturalizar las proteinas y
facilitar su migracion.

9. Depositar las muestras en el gel corriendo inicialmente a 80V por 10

minutos, para que las muestras entren al gel y después incrementando a
100V hasta que el frente de corrida llegue al término del vidrio.
NOTA: Cubrir el gel con buffer de corrida Tris-glicina 1X.

10. Una vez concluida la electroforesis, el gel se saca con cuidado y se coloca en
la solucion de tefido de azul de Coomassie durante toda la noche y
posteriormente se depositara en la solucién decolorante, dejandose por un
par de horas hasta observar las bandas de interés.

11. Una vez decolorado el gel se colocard dentro del papel celofan dulce entre
dos marcos de acrilico para secarlo.

12. Escanear y fotodocumentar.

6.7 EXTRACCION DE RNA TOTAL AMIBIANO POR EL METODO TRIZOL®

Se extrajo el RNA total de los trofozoitos y de las estructuras semejantes a quistes
de Entamoeba histolytica para su cuantificacién con Trizol® siguiendo la metodologia
que a continuacion se describe:

b

.

W

D

11.

Swen

Se homogeneizo la muestra de 5x10° cél/mL de trizol dejando incubar a

temperatura ambiente por 5 min.

Se agregaron 0.2 mL de cloroformo por cada mL de Trizol® utilizando vortex

para agitar por 15 segundos y posteriormente se incubd a temperatura ambiente

por 15 min.

Se centrifugd a 14,000 rpm por 15 min a 4°C.

Se transtirio la fase acuosa a un tubo nuevo y en éste se agregara 0.5 mL de

isopropanol por cada mL de Trizol® e incubar § min a temperatura ambiente.

Se centrifugé a 14,000 rpm por 8 min a 4°C.

Se removio el sobrenadante para lavar con 1 mL de etanol al 75% por cada mL

de Trizol® y se dejo secar al aire por 3-5 min.

Se centrifugo a 8,000 rpm por 15 min.

Se removio el sobrenadante y se dejo secar al aire por 3-5 min.

Se resuspendio la pastilla en 30 pL de H>O DEPC a 65°C por 5 min.

Se cuantificd el RNA disolviendo 1 pl. de muestra en 999ul. de H,O DEPC, y se

realizo la lectura en un espectofotometro con lampara de luz UV (Beckman DU®

652 Spectrophotometer) a una longitud de onda de 260 nm.

Para visualizar la muestra se realizd un gel de agarosa al 0.8%, como se

describe a continuacion:

a) Se tomaron 3.69 ul de la muestra de estructuras semejantes a quistes y
0.454ul de la muestra de trofozoitos y fueron colocadas en un tubo
eppendorf y se le afiadié |1 pl de jugo azul 6X (azul de bromofenol y
xilencianol) y se mezclé perfectamente.

b) El contenido de cada uno de los tubos se coloco en los pozos del gel de
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agarosa al 0.8%, colocando ademds un marcador de peso molecular
pbs(plasmid blue script) y se realizo la electroforésis a 100V hasta que la
banda azul de bromofeno! llegd % partes antes del borde inferior
(aproximadamente 35 min).

¢) Una vez terminada la electroforesis, el gel se sumergié en una solucién de
bromuro de etidio de 2pug/mL per 5 min.

d) Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV.

6.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA
Clsy DEL METRONIDAZOL, CAFEINA, TEOFILINA, NaF, Y
EXTRACTO METANOLICO DE Castela texana SOBRE TROFOZOITOS
DE E. histolytica.

Se enfrié el tubo fuente de indculo a 0-4°C/10 min, se determind el nimero de
células/mL, se dispuso de una serie de 18 tubos de 16x125mm conteniendo 10 mL del
medio TYI-S-33, adicionados con | mL de suero, asi como los agentes quimicos a
evaluar (metronidazol 1.0, 0.5 y 0.1 pg/mL, cafeina 9.0, 4.5 y 1.5 mg/mL, extracto
metanolico de Castela texana 0.50, 0.35 y 0.15 mg/mL, NaF 4.5, 3.0 y 1.5 mg/mL y
teofilina 7.5, 3.0 y 1.5 mg/mL, se inoculd a cada tubo con 2x10* cel/mL, se incub6 a
37°C y se realizaron cuentas por triplicado a las 72 h. Posteriormente empleando las
Tablas B-Probit (Ver Anexo-A) y el programa Excel para Windows XP2000 se
determino el valor correspondiente a la Clso para cada agente quimico.

6.8.1 Efecto de agentes quimicos sobre el enquistamiento de E. histolytica

Para evaluar la accion de cada agente quimico sobre el enquistamiento axénico in
vitro de E. histolytica, se dispuso de una serie de 10 tubos de 18 x 150 mm conteniendo
15 mL de medio TYI-S-33 adicionado con 1.5 mL de suero, se inoculd cada tubo con
2x10* cél/mL, se gasearon con CQ; y se incubaron a 37°C por 3 dias, transcurrido este
tiempo, bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar VECO, se
destapd cada tubo y se les agregd la concentracién correspondiente a la Clso de cada
agente quimico a evaluar y como control negativo se empleé el calcoflior M2r a una
concentracion de 9.5 pg/mL, posteriormente se gased cada tubo con CO; por 2 min y se
incubaron a 37°C por 4 dias. Transcurrido este tiempo se cosecharon las estructuras
guisticas por decantacion, se centrifugaron a 1500 rpm/5 min, las formas semejantes a
quistes fueron sometidas a prueba de resistencia empleando Triton X-100 [0.15%])/30
min., posteriormente se procedio a determinar las células/mL para comparar ¢l efecto de
cada agente quimico en el proceso de diferenciacion de E. histolytica. Para este ensayo
se dispuso de un control (método de enquistamiento en ausencia de agentes quimicos) y
un testigo (método de enquistamiento en presencia de metronidazol 0.144 pg/mL) cada
experimento se realizé en tres eventos independientes por triplicado, como se describe
en la figura 9.
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Figura 9. Estrategia experimental para determinar el efecto de agentes quimicos sobre
el proceso de diferenciacion de E. histolytica in vitro. Una vez determinada la Cls, de
cada agente quimico se llevé a cabo la evaluacién de su efecto sobre el proceso de
diferenciacién, siendo agregado cada agente quimico al final de la fase estacionaria del
crecimiento de E. histolytica.

6.8.2 Analisis estadistico

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos al comparar el efecto de los
agentes quimicos (calcofllior M2r, metronidazol, NaF, Cafeina, Teofilina y extracto
metanolico de Castela texana) sobre la induccion bajo condiciones axénicas in vitro de
estructuras quisticas de Entamoeba histolytica, los resultados obtenidos fueron
analizados estadisticamente, utilizando el analisis de varianza (ANOVA), seguido por la
prueba de comparaciéon multiple de Tuckey con un nivel de significancia menor al 5%
para los anadlisis realizados. Los datos obtenidos se ingresaron en el programa
computacional Sigma Plot-2006.



ABSTRACT

Amebiasis is a parasitic infection caused by the protozoan Entamoeba histolytica. 1t
is the third leading parasitic cause of death worldwide, surpassed only by malaria and
schistosomiasis. Amebiasis affects approximately 50 million persons each year, resulting
in near 100,000 deaths. Its life cycle consists of two stages: the trophozoite, the invasive
and the most studied stage and the cyst. This is the infective and less studied stage due to
the absence of an axenic medium that promotes mass encystation in vitro. In this study
the objective was the induction of the life cycle of Entamoeba histolytica in vitro under
axenic condition and the inhibition of its life cycle employing NaF, teophiline, caffeine,
metronidazol and Castela texana methanolic extracts. In this study, we present a
methodology to induce the formation of cyst-like structures of E. histolytica under
axenic conditions. Cyst-like structures of £. histolytica used in this work were produced
using the called TGC7-method (TYI-S-33 media with glucose and high CO; tension for
7 days), in this method the trophozoites in optimal conditions were inoculated in TYI-S-
33 with glucose medium, were CO; gassed for 2 min and incubated at 37°C for 7 days.
The cyst-like structure of £. histolytica thus obtained show the follow characteristics:
they forming aggregates, are spherical structures, have resistance to [0.15 %] triton X-
100 for 10 min, present high signal of fluorescence under UV light when stained with
10% calcofluor M2r, transmission electron micrograph also showed multinucleated cyst-
like structure with condensed chromatin attached to nuclear membrane, contain big
vacuoles in cytoplasm and a thin cell wall. Scanning electron micrograph and atomic
force microscopy showed a wrinkled wall. To induce excystation of E. histolytica under
axenic conditions iz vifro, cyst-like structures resistant to 0.0001% triton X-100 for 30
min, were inoculated in TYI-S-33 and a new population of £. Aistolytica trophozoites
was obtained, the excystation is an asynchrony process. Clsg of NaF, teophiline, caffeine,
metronidazol and of Castela texana methanolic extract were determinated for
Entamoeba histolytica trophozoites for each chemical agent and evaluated in the
induction of cyst-like structures, the most effective inhibitors for induction of cyst-like
structures were respectively metronidazole, calcoflior M2r and Castela texana
methanolic extracts. No significant difference was obtained with the other treatments in
comparison with the control.



2. INTRODUCCION

Se estima que el 10% de la poblacion mundial esta infectada por Entamoeba
histolytica, lo que representa aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis
invasora y hasta 100,000 muertes por afto, colocando a la amibiasis en el tercer lugar
después de la malaria y la esquistosomiasis en mortalidad por parasitos protozoarios. En

paises con economia emergente, el 50% de la poblacion esta infectada por E. histolytica
(OMS, 1997).

Entamoeba histolytica existe en dos formas evolutivas: ¢l trofozoito y el quiste
(Fig.1), los trofozoitos presentan un tamafio de 20-40 pm de diametro, son muy
dindmicos, de locomocion rapida, presenta seudopodos y durante su movimiento se
diferencia muy bien ¢l ecto y endoplasma. En el citoplasma presenta un nacleo y gran
cantidad de vacuolas ricas en glucégeno, ademas presenta ribosomas arreglados en
hélices los cuales tienden a agregarse para formar barras elongadas con bordes
redondeados (conocidos como cuerpos cromatoides). El nicleo es esférico, mide de 4 a
7 um de diametro el cual consiste de una membrana nuclear acromatica la cual es doble
y esta interrumpida por numerosos poros nucleares de 65 nm de didmetro, al interior de
la membrana nuclear se localizan gruesos camulos de cromatina condensada, presenta
un pequefio cariosoma esférico central de 0.5 pm de diametro (Diamond y Clarck,
1993). La division nuclear ocurre por mitosis cerrada, ya que la membrana nuclear no se
fragmenta y no esta sincronizada con la citocinesis.

. i
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Figura 1. Estadios del ciclo de vida de E. hkistolytica.
La imagen A corresponde a un trofozoito y la imagen B
corresponde a un quiste, en esta imagen es evidente la
diferencia morfologica que guarda E. histolytica en
cada estadio o fase de su ciclo de vida.

Los trofozoitos tienen forma elongada con uno o varios seudépodos frontales, un
uroide, muestran movimientos citoplasmicos y de desplazamiento continuos, el didmetro
de la célula varia entre 10 y 60 pm (el tamario varia dependiendo de donde se obtenga el



trofozoito, ya sea de lesiones intestinales, hepaticas o de cultivos), las amibas obtenidas
de lesiones intestinales o hepaticas miden entre 20 y 40 um, las encontradas en heces o
en cultivos en promedio miden de 10 a 30 um. La intensa actividad endocitica de los
trofozoitos se manifiesta por numerosos estomas de pinocitosis o de fagocitosis
(Martinez y Espinosa, 2003), son muy dinamicos y la forma y motilidad dependen en
gran medida de la temperatura, pH, osmolaridad y potencial de oxido-reduccion.

Los quistes de E. histolvtica son esféricos u ovoides y algunas veces aparecen
irregulares (Dobell, 1928; y Proctor and Gregory, 1973), en promedio miden de 10 a 20
pm, poseen una pared de aproximadamente 0.5 pm (Avron et al., 1986) ¢ 0.125 a 0.150
pum de grosor (Chéavez et al., 1978). Contiene normalmente cuatro nicleos cuando estan
maduros y raramente presentan ocho nucleos, los quistes inmaduros frecuentemente
poseen numerosos depdsitos con glucdgeno, cuerpos cromatoides compuestos por
ribosomas que se agregan para formar estructuras alargadas en forma de baston con
extremos redondeados, los cuales disminuyen cuando el quiste madura. El nicleo es
morfolégicamente similar al de los trofozoitos (Diamond y Clarck, 1993). La biologia
del quiste resulta mas dificil de estudiar debido a que hasta ahora no ha sido posible
lograr el enquistamiento in vitro de E. histolytica bajo condiciones axénicas.

Para lograr en un futuro el control adecuado de la amibiasis es importante el
conocimiento de los cambios bioquimicos y morfologicos que ocurren durante el
enquistamiento asi como en el proceso de desenquistamiento; sin embargo hasta el dia
de hoy distan mucho de ser comprendidos estos procesos debido a que han sido
pobremente estudiados dada la falta de un medio o modelo biolégico que permita
reproducir el ciclo de vida de E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro.



3. HIPOTESIS

Es posible desarrollar en condiciones axénicas el ciclo de vida de Entamoeba histolytica
in vitro e inhibir su diferenciacion, como un modelo para el estudio del control de la
amibiasis a nivel del hospedero y del ambiente

4. OBJETIVOS

4.1. Objetive general

Desarrollar el ciclo de vida axénico de Entamoeba histolytica in vitro ¢ inhibir el
proceso de enquistamiento empleando agentes quimicos.

4.2. Objetivos particulares

1.-Obtener la cinética de crecimiento de Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS
bajo condiciones axénicas.

2.-Realizar ensayos de enquistamiento de Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS,
bajo condiciones axénicas.

3.-Describir los cambios en la ultraestructura durante la diferenciacion in vitro de
Entamoeba histolytica.

4.-Describir los cambios en la pared celular durante la diferenciacion in vitro de
Entamoeba histolytica,

5.-Realizar ensayos de desenquistamiento de Entamoeba histolvtica bajo condiciones
axénicas in vitro.

6.-Inducir y describir el ciclo de vida axénico de Entamoeba histolytica HM|-IMSS
in vitro

7.-Realizar el analisis electroforético comparativo SDS-PAGE de los componentes
protéicos de trofozoitos y estructuras semejantes a quistes de E. histolytica.

9.-Cuantificar el RNA total en trofozoitos y estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica mediante la técnica de 1rizol®,

10.-Determinar la concentracion inhibitoria media (Clsg) sobre trofozoitos de
E. histolytica de la cafeina, teofilina, NaF, extracto metabolico de Castela texana
y metronidazol.
11.-Evaluar el efecto de la Clsp de la cafeina, extracto metandlico de Castela texana,

NaF y teofilina sobre el enquistamiento axénico de Entamoeba histolytica in
vitro.



5. ANTECEDENTES

5.1. AMIBIASIS

l.a humanidad ha padecido la amibiasis desde hace milenios, sin embargo no fue
posible el reconocimiento de ningin protozoario sino hasta después de la invencion del
microscopio por parte de Antonie van Leeuwenhoek a finales del siglo XVII (Dobell,
1932). Se han encontrado en la India documentos sanscritos (Brigu-sambita) de mas de
3,000 afios de antigiiedad que refieren casos de diarrea mucosanguinolenta (Vaidya and
Ray, 1982), asi como en Siria, Babilonia y a la orilla del Tigres y Eufrates seis siglos
antes de Cristo (Bray, 1996). La amibiasis pudo haber sido reconocida como una
enfermedad mortal por Hipdcrates (460-377 a.C.), quien describidé a un paciente con
disenteria y fiebre perianal (Kean, 1988). También existen reportes que dan evidencia
de la dispersion de la amibiasis por Europa, el resto de Asia, Persia y Grecia, por otra
parte la amibiasis pudo haber sido introducida al Nuevo Mundo por parte de los
Europeos en el siglo XVI (Crosby, 1986). La primera descripcion de las amibas,
correspondi6 a los microorganismos que cambiaban de forma reportado por Rosel Van
Rosenhof en 1755, a los que llamo "El pequefio proteo”, en 1839 se crea el género
Amoeba; Lambl. 1859; publicéd la identificacion microscépica de un microorganisme
que encontré al estudiar las heces de un nifio en Praga, quien padecia de la denominada
diarrea infantil; sin embargo considero que este protozoario no era patdgeno y aparecia
asociado a casos de patologia intestinal. Lewis y Cunningham en 1870 y 1871
respectivamente, aislaron al microorganismo a partir de materia fecal de un paciente con
diarrea con enfermedad colérica, pero consideraron que se trataba de un microorganismo
inocuo (Martinez, 1987).

Se ha establecido como 1875 fecha en que se realiza el descubrimiento de
E. histolytica por parte de Fredor Aleksandrovich Losch, él publico su trabajo
denominado “Desarrollo masivo de amibiasis en el intestino grueso”, (en una revista
médica de Berlin, editado por el Dr. Rudolf Virchow) y ésta enfermedad fue adjudicada
a Entamoeba gingivalis, la cual después fue designada con el nombre de Entamoeba
histolytica (Imperato, 1981). En un tratado sobre absceso amibiano realizado por
Kapoor, 2006, menciona que Koch R. en 1887, describié la relacion entre la disenteria
amibiana y el absceso hepatico al encontrar amibas en este Ultimo asi como en heces y
colon de pacientes con disenterta, ademds de identificarlas en conductos capilares
hepaticos de pacientes que también padecian de abscesos hepaticos; en el mismo ano
Hlava en Checoslovaquia demostré el poder patogeno de la amiba en forma
experimental a partir de microorganismos obtenidos de pacientes con disenteria y
Kartulis, 1886; demostro la etiologia amibiana en 20 casos de absceso hepatico, Osler,
1890 informo el primer caso de absceso hepatico diagnosticado en los Estados Unidos



de Norteamérica; Councilman y Lafleur, 1891, crearon el término de *‘disenteria
amibiana”, Quincke y Ross, 1893, descubrieron las formas quisticas y Schaudinn, 1903;
la bautizo definitivamente como Entamoeba histolytica, confirmandose por los alemanes
Walter y Sellards, 1913, que éste protozoario era el causante de la colitis amibiana.

5.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Entamoeba histolytica es un protozoario cuya clasificacién taxondmica de acuerdo
con Carliss et al., 1969 y Levine et al., 1980, es la siguiente:

Tabla I

Clasificacion taxonémica de E. histolytica
Retno: Protista
Subreino:  Protozoo
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina
Superclase: Rhizopoda

Clase: Lobosea
Subclase:  Gymnamoebidae
Orden: Amoebidae
Suborden:  Acantophodina
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba
Especie: histolytica

5.3. EPIDEMIOLOGIA

La amibiasis es responsable de aproximadamente 100,000 muertes por afio,
principalmente en México, Centro y América del Sur, (principalmente la zona oeste),
oeste y el sur de Africa (particularmente entre la poblacion de raza negra), zonas del
Oriente Medio, Sur y Sudeste de Asia (Jackson, 2000), la amibiasis es la tercer causa de
muerte por infecciones parasitarias después de la malaria y la esquistosomiasis (OMS,
1997). En paises en vias de desarrollo, en los que existen importantes deficiencias de
saneamiento la amibiasis se presenta como una enfermedad infecciosa endémica en un
amplio rango de temperaturas, sin embargo es tipica de regiones tropicales. La
prevalencia de la amibiasis varia de individuo a individuo, entre paises y entre dreas con
diferente condicion sociceconomica, en algunas regiones con pobres condiciones
sanitarias, el 50% del total de la poblacién se encuentra afectada.

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el estatus socioeconémico bajo y
condiciones sanitarias inadecuadas son factores de riesgo significativamente
independientes para la infeccion. En México constituye un problema importante por su
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frecuencia y mortalidad (Gutiérrez y Muiioz, 1994) el 11% de la poblacién en edad de 5
a 9 afios presentan la infeccion por E. histolytica 'y el 9.34% de las mujeres se encuentran
infectadas (Caballero et al., 1994). Estudios seroepidemiologicos han reportado que en
regiones de bajo riesgo epidemioldgico es raro detectar anticuerpos antiamiba y en
regiones con alto riesgo epidemioldgico se ha encontrado de 50 a 80% de la poblacion
total presentan anticuerpos antiamiba (Markell et al., 1999).

El reservorio principal de la enfermedad es el hombre, aunque se han encontrado
amibas en monos, perros, gatos y ratas, pero sin capacidad invasiva. La enfermedad es
transmitida por los portadores asintomaticos o por los pacientes con diarrea aguda. La
forma de transmision es diversa, pudiendo ser adquirida de las siguientes formas: a)
consumo de agua contaminada con quistes maduros, b) ingesta de alimentos crudos o
mal cocinados en contacto con aguas negras, c¢) manipuladores de alimentos o d)
contacto sexual. Por otra parte las infecciones parasitarias son uno de los mayores
problemas en personas infectadas con HIV en todo el mundo (Savioli et al., 2002 y
Moran et al., 2005).

) PN Amibasis intestnal 1:5% C,
Lot #MC 2006 2 7/ ZunaEndemica parg ATIIASES invasiva \

Figura 2. Distribucion mundial de la amibiasis. En la
mayoria de los paises tercermundistas la amibiasis intestinal

afecta a mas del 5% de la poblacién, en tanto que en el resto de
estos paises la amibiasis intestinal fluctia entre el 1y 5 %.

5.4. CICLO DE VIDA DE Entamoeba histolytica

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica fue descrito por Dobell, 1928; incluye
cuatro estadios consecutivos: trofozoito, prequiste, quiste y metaquiste. El humano es
infectado cuando ingiere agua o alimentos contaminados con quistes maduros, los cuales
atraviesan el lumen intestinal hasta llegar a la region del ileon terminal en donde inicia el
proceso de desenquistamiento, durante este evento a partir de un quiste emerge un
trofozoito multinucleado el cual inmediatamente sufre dos divisiones celulares, lo que al
final representa la generacion de ocho trofozoitos uninucleados, que alcanzan su

maximo desarrollo en la region cecal (Pérez et al., 2002).
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Los trofozoitos pueden convertirse en trofozoitos prequisticos los cuales presentan
uno o dos nucleos, contienen agregados de ribosomas, llamados cuerpos cromatoides,
también contiene vacuolas alimenticias, en esta etapa el nicleo sufre rapidamente dos
divisiones seguidas, lo cual da origen a un quiste tetranucleado maduro, el cual es
eliminado fuera del colon a través de las heces fecales formadas no diarreicas; en esta
etapa tanto los cuerpos cromatoides como las vacuolas de glucogeno no pueden ser
observadas (Clarck y Diamond, 2002; Garcia y Buckner, 1997 y Katz et al., 1989). Los
quistes pueden sobrevivir fuera del hospedero por semanas o meses, especialmente bajo
condiciones de humedad (Markell ef al., 1999), pero rapidamente se destruyen a —5°C y
por encima de 40°C (Ivey, 1980). Los quistes no son invasivos, pero los trofozoitos
pueden penetrar la mucosa gastrointestinal y posteriormente pueden emigrar e invadir
otros Organos, causando infecciones extraintestinales.

Colonzacion No Invasiva

A Etapa infectiva Enfermedad Intestinal
o Etapa de diagndstco B et Furainicing

Figura 3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. |1.-Los quistes maduros tetranucleados
son eliminados a través de las heces y son ingeridos a través de agua o alimentos
contaminados, 2.-El desenquistamiento ocurre en el intestino delgado, 3.-A partir de cada
quiste emergen ocho trofozoitos metaquisticos, 4.-A nivel de colon descendente ocurre el
enquistamiento, los trofozoitos que atraviesan la mucosa intestinal (B) pueden diseminarse
via porta (C) al higado, pulmén o cerebro y ocasionar amebomas.



5.5. BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DE Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica presenta importantes diferencias metabolicas con respecto a
otros organismos eucariotes, tanto en lo que respecta al metabolismo glucidico ya que
emplea pirofosfato en lugar de ATP como donador de fosfato (McLaughiin y Aley,
1985) como el metabolismo lipidico (ya que sintetiza ceramidas muy especificas), en el
metabolismo proteico (presenta sintesis elevada de acido glutamico, cisteina y prolina) y
en el metabolismo nucleotidico (es incapaz de sintetizar purinas de novo). Aun que
E. histolytica no presenta los organelos tipicos de las células eucariotes superiores, esta
bien caracterizado que en su citoplasma presenta multiples estructuras muy variables de
tamanio {(entre 0.5-9.0um de diametro) las cuales presentan diferente morfologia y
funcion denominadas vacuolas fagociticas, macro y micropinociticas, autofégicas,
cuerpos residuales y lisosomas los cuales difieren de aquellos de otras células eucariotas
en que las enzimas se encuentran unidas a la membrana y no libres en el compartimento
vacuolar. Sin embargo, la naturaleza y funcion de otras vesiculas presentes en el
citoplasma aun no se conocen (Martinez, 1986).

Una serie de estudios acerca de la biologia celular de E. histolytica han permitido
identificar los principales zimodemos en base a la presencia de varias isoenzimas como
la hexoquinasa, glucosafosfato-isomerasa, fosfoglucomutasa, y L-malato NADP-
oxidorreductasa (Sargentum et al., 1978); mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales se ha corroborado la presencia de moléculas en la membrana de
E. histolytica entre las cuales se encuentran la adhesina Gal-GalNac (Petri ef al., 1990),
un antigeno de superticie de 96 kDa (Torian et al., 1990), un antigeno proteinico interno
de 81-84 kDa (Gonzélez et al., 1992), una proteina hidrofilica de membrana de 29
kDa/30kDa (Reed y Flores, 1992), asi como un antigeno aislado de los grdnulos
electrodensos(EDG) producidos al interactuar trofozoitos de E. Aistolytica con colageno
in vitro.

La principal fuente de energia de E. histolytica son los glicidos, que son
transportados desde el exterior y catabolizados por metabolismo fermentativo, siendo el
etanol el producto final en condiciones anaerdbicas. E. histolytica es un organismo
aerotolerante, el cual puede utilizar oxigeno como aceptor final de electrones. Sin
embargo la presencia de altas concentraciones de oxigeno es nociva, ya que no posee
sistemas enzimdticos implicados en la destoxificacion de los radicales libres (ej. catalasa
o glutation), (Pérez-Arellano et al,, 2002), también carece de las enzimas dependientes
del glutation (Fahey et al., 1984).

La movilidad de E. histolytica depende de su citoesqueleto, formado principalmente
por actina, la cual se ha observado no solo concentrado en la membrana plasmatica, sino
también en los seuddpodos y estomas fagociticos y varias proteinas accesorias (miosina
I, miosina II, prolina, vinculina y B-actinina), la movilidad implica tres procesos: a)
extension de un pseudopodo, b) unién a la superficie mediante una placa adhesiva
(principalmente fibronectina) y c¢) desplazamiento del resto de la célula hacia la
superficie (Martinez, 1986).



La organizacion del genoma y de los elementos promotores, también es muy peculiar,
ya que el tamafio del genoma es relativamente pequefio para un organismo eucariota (3.2
x 107 pb) y un peso de 0.5 pg por nicleo, con un alto contenido de adenina/timina (A/T),
y escasa presencia de intrones. Todo el DNA se encuentra dentro del nicleo, pero
presenta varias copias de RNAr como elementos circulares extracromosomales. Las
regiones ricas en RNA se encuentran distribuidas hacia la periferia del nacleo (Byers,
1986).

Recientemente un grupo de cientificos han reportado el genoma completo de
Entamoeba histolytica, el contenido del genoma de este parasito ha sorprendido a
muchos cientificos ya que el analisis del mismo revela la degradaciéon del genoma de
E. histolytica y su transicion de organismo vivo libre a parasito en el tracto intestinal
humano; lo cual implica que E. histolytica puede haber manipulado aspectos de su
metabolismo, perdiendo genes propios de los protozoarios y haber adquirido algunos
propios de las bacterias, a través de una transferencia lateral y se ha constatado que el
genoma secuenciado contiene una amplia variedad de genes de organismos complejos
(Loftus et al., 2005).

5.6, METODOS DE CULTIVO Y ENQUISTAMIENTO PARA E. histolytica
5.6.1. Métodos de cultivo

Desde el descubrimiento de Entamoeba histolytica (Losch, 1875), han existido dos
periodos desde el punto de vista historico, el primero de 1890 a 1918, en el que solo se
hicieron tentativas de cultivo, y el segundo de 1918 a la fecha, es en este periodo en el
cual ya se tienen bien establecidos los sistemas de cultivo, pero no asi para reproducir el
ciclo de vida completo bajo condiciones axénicas in vitro, debido principalmente a la
falta de un medio 0 método que induzca el enquistamiento de £. histolytica con éxito.

A lo largo de la historia han existido tres sistemas de cultivo para E. histolytica: el
cultivo xénico, en ¢l cual el parasito es cultivado en presencia de flora indefinida; el
sistema de cultivo monoxénico, en el cual el parésito es cultivado en presencia de una
sola especie en particular y el sistema de cultivo axénico, en el cual el parasito es
cultivado en ausencia de cualquier tipo de célula.

El primer método de cultivo reproducible para Entamoeba histolytica fue reportado
por Boeck y Drbohlav, 1925; ellos desarrollaron dos medios difasicos el LES o LE, el
cual estaba formado por una base de huevo en tubo inclinado, a la que se le agregaba
una solucion salina isotonica como sobrenadante y suero estéril humano, y el medio
LEA en el cual el suero sanguineo fue sustituida por albumina cristalizada, ambos
cultivos se efectuaron en presencia de flora entérica humana de composicion
desconocida, en estos medio fue posible mantener cultivos de E. histolytica por aios, y
posteriormente se introdujeron el uso de harina de arroz como fuente de carbohidratos
(Dobell y Laidlaw, 1926).
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Cleaveland y Sanders en 1930, reportaron el primer cultivo monoxénico en el cual
emplearon agar con infusion de higado cubiertos con suero salino y harina de arroz
formando un medio en el cual tuvieron éxito en obtener cultivos puros de Entamoeba
histolytica libre de bacterias, los cuales fueron obtenidos de absceso amibianos del
higado, producidos experimentalmente en gatitos, hallaron que en tales cultivos ocurria
la reproduccion de las amibas, y que los organismos permanecian vives en los cultivos
por no mas de 14 dias, ya que no se pudo mantener cultivos de E. histolytica
indefinidamente.

Frye y Melenay en 1939, desarrollaron una mejora importante al sustituir el suero por
extracto de higado en el medio de cultivo para E. histolytica, Posteriormente, Balamuth,
1946; deseribié el primer medio monofasico, este medio era liquido y para que las
amibas crecieran y se multiplicaran fue necesaria la asociacion con otros comensales y la
adicion de almidon de arroz. Inicialmente sélo se utilizo infusion de yema de huevo
pero al adicionar extracto de higado, se encontrd un incremento en el nimero de células.
Nelson, 1947; desarroll6 un método de preparacion de un medio favorable para
E. histolytica a base de extractos alcoholicos, de varios tejidos frescos y también de
yema de huevo, encontrando que éste medio resultaba ser muy bueno para aislar a este
paréasito y para €} mantenimiento de la cepa.

El primer cultivo axénico de una especie de Entamoeba fue obtenido por Stoll, 1957;
quien obtuvo crecimiento de E. invadens en un medio que estuvo libre de cualquier otro
tipo de células. Stoll inicio estos cultivos con E. invadens que fue cultivada en una
muestra de suero-salino conteniendo un pedazo de higado fresco estéril, él mantuvo a la
cepa en este medio libre de células por aproximadamente cinco afios por transferencia de
la amiba a tubos con medio fresco.

Un medio simple para crecimiento axénico de E. invadens fue desarrollado por Mc
Connachie, 1962; quien sustituyo el suero por un digerido seco de higado de res y asi el
medio pudo ser esterilizado. Diamond, 1961; tyvo €xito al conseguir crecimiento de
E. histolytica axenicamente en un medio difasico suplementado con extracto de embrién
de pollo y posteriormente disefié un nuevo medio monofésico al cual llamo TPS-1
(Diamond, 1968), este medio estaba compuesto por tripticasa de caseina, PANMEDE
(un hidrolizado de higado) y complementado con suero de caballo. Este medio permitié
por primera vez el cultivo masivo de E. histolytica. Dado que el PANMEDE producia
rendimientos muy variables, posteriormente se formuld el medio TYI-S-33 (Diamond,
1978), un medio mas efectivo que el TP-S-1, ya que producia rendimientos mas altos y
menos variacion en los resultados, el PANMEDE se sustituyo por extracto de levaduras,
suplemento de hierro, vitamina B,,, acido tidctico y tween 80.

En el medio TYI-8-33 se observd que la calidad de los cultivos de E. histolytica
depende de la composicion de los lotes de extractos de levaduras por lo que se disefio el
medio PEHPS (Said er al., 1988), el cual presenta ventajas en la reproducibilidad de sus
rendimientos, pueden desarrollarse cultivos a partir de indculos tan bajos como un
trofozoito/mL y se puede almacenar durante nueve meses a temperatura ambiente.
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Posteriormente desarrollaron un medio de cultivo parcialmente definido [lamado
PDM-805 (Diamond y Cunnick, 1991) el cual no contenia suero y estaba constituido
principalmente por aminoacidos, carbohidratos, vitamina B, precursores de acidos
nucleicos, un factor de crecimiento aislado de la tripticasa, seroalbumina bovina y una
solucion de lipoproteina-colesterol. En este medio se veia disminuida la actividad toxica
de la amiba, lo cual al parecer se debia a la presencia de sercalbimina.

Mata et al., 1996, describieron una soluciéon que reemplaza al suero en un cultivo
axénico de protozoarios, al cual denominaron PACSR (Protozoa Axenic Cultivation
Serum Replacement). Este medio combinado con PEHP o TYI produce muy buenos
resultados en el cultivo de E. histolytica en ausencia de suero; asi como en e] cultivo y
enquistamiento in vitro de Entamoeba invadens (Barron et al., 2005).

A partir de que se describio el medio TP-S-1 para el cultivo axénico de trofozoitos de
E. histolytica {Diamond, 1968), se ha avanzado en el conocimiento de la biologia celular
y molecular de los trofozoitos, pero no asi para los quistes y su proceso de
diferenciacion.

5.6.2. Métodos de Enquistamiento

A pesar de que se sabe que el quiste es la forma infectiva de este parasito, la
diferenciacion de los trofozoitos de E. histolytica a quistes, asi como el
desenquistamiento, son aspectos de la biologia del pardsito que han sido muy poco
estudiados debido a la falta de un medio o método que permita la induccién del
enquistamiento de este parasito bajo condiciones axénicas in vitro.

Al parecer Dobell y Laidlaw, 1926; fueron los primeros en producir el
enquistamiento bajo condiciones xénicas de E. histolytica empleando el medio difasico
LE de Boeck y Drbohlav, aunque con “resultados inciertos”, de sus trabajos dedujeron
que para obtener buena cantidad de quistes eran importantes tres cosas: el medio, la flora
bacteriana y harina de arroz. Posteriormente Cleveland y Sanders, 1930; empleando dos
diferentes medios difasicos los cuales consistian en agar inclinado con infusiéon de
higado, cubierto con suero salino o harina de arroz, en estos medios ademas de obtener
cultivos puros de Entamoeba histolytica obtuvieron quistes, llegando a completar todo
su ciclo de vida. Una vez que los quistes maduraban (quistes tetranucleados) estos
desenquistaban, llegando a existir simultineamente en el cultivo divisién mitotica,
crecimiento y enquistamiento; en tres experimentos obtuvieron trofozoitos méviles, pero
ninguno de ellos vivié més de seis dias. Finalmente, concluyeron que al menos son
necesarias tres cosas para que el enquistamiento tenga lugar: 1) crecimiento rapido y
multinucleacién de las amibas por 24 h o mds sin subcultivarlas hasta que llegan a ser
abundantes, 2) la presencia de harina de arroz, almidon de arroz o polvo de arroz en el
medio para alimentar a las amibas y 3) la presencia de ciertas bacterias en el medio.



Stone en 1935, reporté un medio para enquistar a E. histolytica el cual consistia de
sales inorganicas (solucion de Locke) adicionada con flior. Kessel er al, 1944,
reportaron el enquistamiento de E. histolytica al modificar el medio de Cleaveland y
Sanders. Zuckrman y Melenay, 1945; reportaron abundante produccién de quistes bajo
una atmosfera reducida en un medio liquido. Chang, 1946; reporté el mas completo
estudio de los factores fisico-quimicos involucrados en el enquistamiento de
E. histolytica, especialmente el papel que tiene el pH y el potencial de oxido-reduccion.
Segin Chang las mejores condiciones para el enquistamiento se dan en un rango de pH
bajo (6.4 a 6.8).

El enquistamiento de Entamoeba histolytica se ha observado solamente en cultivos
polixénicos 0 monoxénicos, pero hasta ahora no se ha podido enquistar bajo condiciones
axénicas (ver Tabla II); este hecho ha dificultado el conocimiento de los factores
bioquimicos involucrados en la diferenciacion celular y en su ciclo celular. Ante la
dificultad de obtener quistes de E. histolytica en cultivos axénicos, la mayoria de los
investigadores han empleado a Entamoeba invadens que si puede ser enquistada in vitro
en cultivo axénico para estudiar el proceso de enquistamiento y el desenquistamiento
con la idea de extrapolar estos resultados a E. histolytica (Lopez y Villagomez, 1993).
Sin embargo, dentro de la familia Endamoebidae. £. invadensy E. histolytica son grupos
filogenéticamente distintos como lo demuestran estudios basados en la secuencia de
genes del RNA (Silberman ef al., 1999), por lo tanto los datos obtenidos al respecto no
son extrapolables con certidumbre a Entamoeba histolytica.

En las 0ltimas décadas se han logrado avances en el estudio del enquistamiento
gracias a distintos medios que promueven el enquistamiento masivo in vitro de
E. invadens (Rengpein y Bailey, 1975; Das et al., 1980; Avron et al., 1986; Said et al.,
1988; Thepsuparungsikul ef al., 1971; Nayeem er al., 1993, y Morales y Villarreal,
1997). Sin embargo al repetir estos experimentos con E. histolytica, no se ha tenido
éxito, hasta ahora.

Rivera y Correa en 1986, reportaron que E. histolytica puede ser enquistada
axenicamente in vifro empleande el medio TYI-S-33 adicionado con tioglicolato, por
otra parte Mata y Said, 1986; reportaron la induccién de estructuras con pared celular sin
llegar a formar verdaderos quistes al emplear el medio PEHPS, Campos et al., 2004;
emplearon este mismo medio enriquecido con los iones Mn™, Mg*? y Co™ los que al
parecer favorecen la sintesis de pared. Otro medio que favorece la formacion de altos
porcentajes de quistes (60-74%) es el medio de Boeck y Drbohlav adicionado con
glucosa e histamina de acuerdo con Nayeem er al., 1993.
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Morales y Villarreal en 1997, desarrollaron un método basado en alta tensién de CO,
en los medios de cultivo TYI-S-33 y PEHPS en los cuales se forman estructuras
semejantes a quistes de E. histolytica. Las estructuras semejantes a quistes presentan
cuerpos cromatoides, son uninucleados y son resistentes a sarcosyl 1% con un
rendimiento del 16%. Este método de enquistamiento efectivo para E. invadens cuando
se aplica a E. histolytica produce formas semejantes a quistes con paredes imperfectas,
sin embargo su estructura interna presenta algunas caracteristicas semejante a un quiste.
En el método de enquistamiento se involucran factores tales como alta tension de CO,,
suero estéril de bovino y ayuno de glucosa, pero hay otras sustancias que son sugestivas
de inducir el enquistamiento en combinacién con variantes, ya sea de la concentracion
de CO,, suero o la concentracion de iones activadores de la quitin sintetasa (Das y
Guillin, 1991; Campos ef al., 2004). Empleando el medio de cultivo axénico PEHPS, se
logro inducir la formacion de quistes maduros de Entamoeba histolytica (HK-9),
metabolicamente activos pero “con una pared anormal ¢ inmadura”™ (Said er al., 1993), y
posteriormente reportaron la induccién in vitro de quistes de E. histolytica empleando el
medio PEHPS modificado, los cuales observados a microscopia de luz “fueron muy
similares a los naturales”™, sin embargo cuando se observan por MET se aprecia que la
pared esta desprendida de la superficie lo cual indica la formaciéon de una pared
imperfecta y no desenquistaban cuando se colocaban en medio de crecimiento.

5.7. PARED CELULAR DE QUISTES DE Entamoeba

5.7.1 Composicion

La composicion quimica de la pared de quistes de las amibas del género Entamoeba
no se ha esclarecido totalmente, aunque se ha reportado que la pared quistica de
E. invadens esta formada por un complejo de proteinas-carbohidratos (Mc Conachie,
1969) y posteriormente se demostr0 que el componente mayoritario de la pared de
quistes de E. invadens es la quitina la cual es un polimero de N-acetil-D-glucosamina
con enlace B(1-4) (Arroyo et al., 1980). Mata ef al., 1996; desarrollaron un medio en el
cual se forman estructuras con un pared resistente al sarkosyl al 0.1% y encontraron que
la pared es parecida a la de otros protozoarios como E. invadens, Acanthamoeba
castellanii y Giardia lamblia. 1a cual esta formada principalmente por quitina.

5.7.2. Estructura

Las caracteristicas estructurales generales de la pared quistica de protozoarios
patogenos de los géneros Entamoeba, Naegleria, Acanthamoeba y Giardia son los
siguientes: a) estan formados por una o dos capas, una de ellas formada principalmente
de polisacaridos, b) los polisacaridos sirven como matriz y dan rigidez y resistencia a la
pared, c¢) sobre la matriz de polisacaridos se¢ originan diversos lipopolisacaridos y
glicoproteinas y d) los polisacaridos normalmente se encuentran formando capas
superpuestas. La pared de los quistes de E. invadens formados en condiciones axénicas
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resisten el efecto del duodecilsulfato de sodio (SDS) al 1% (Arroyo ef al., 1980). La
pared del quiste mide 0.125 a 0.150 um de grueso (Chavez, 1978, vista al microscopio
electronico de transmision, esta constituida por fibrillas de 2 a Jum de didametro, se
disponen en varias capas concéntricas y llegan a formar una gruesa malla (Martinez y
Espinosa, 2003). Por determinaciones quimicas y estudios de difraccion de rayos X, se
ha comprobado la presencia de quitina en la pared de quistes de Entamoeba invadens
(Arroyo ef al, 1980). Recientemente los genes que codifican para quitinasas de E.
invadens, Entamoeba coli y E. histolytica han sido clonados pero su expresién ha sido
detectada Unicamente en el enquistamiento de E. invadens (Clarck et al., 2000).

La funcién de la pared quistica es la de proteger a la célula en criptobiosis de
condiciones de hipoosmolaridad y de otros factores destavorables, como el efecto de
sustancias toxicas (Neff y Benton, 1964 y Arroyo et al., 1980).

5.8. QUITINA

Quitina (del griego chiton = tinica) es el constituyente esencial de la pared celular de
grandes grupos de hongos (basidiomicetos, ascomicetos y zigomicetos), también forma
esqueleto externo de los artrépodos y otros grupos animales. La quitina es un
homopolimero no ramificado del azicar N-acetilglucosamina (Gle-Nac) unidos por
enlaces ((1-4), similar en estructura a la glucosa, pero que contiene un grupo
acetilamina en vez de un grupo hidroxilo enlazado al segundo atomo del anillo.

CH20H CHz0H
O 0]
By HfH
[0}
HO\OH HfH OH HfH
H NHCOCH3 H NACOCH3
n

Figura 4. Estructura quimica de la guifina. Polimero de
N-acetilglucosamina que muestra el enlace B(1-4).

La quitina es un material estructural ampliamente distribuido entre los invertebrados,
particularmente en la pared celular de hongos y quistes y en la cubierta (exoesqueleto)
de algunos animales pluricelulares como insectos, aranas y crustaceos.

En los hongos la biosintesis y deposicion de quitina durante la sintesis de pared es un
proceso muy complejo, no completamente entendido. Este proceso involucra la
biotransformacion secuencial de metabolitos simples, polimerizacion de intermediarios

biosintéticos y transporte de producto al exterior de la membrana plasmatica (Batchricki,
1989).
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5.8.1. Sintesis de quitina en pared celular de quistes de amibas

Para la polimerizacion de [a quitina se requiere de la presencia de quitin-sintetasa un
grupo de enzimas pertenecientes a la familia de B-glycosil-transferasas, esta enzima se
ha descrito en hongos, insectos y nematodos, recientemente se han reportado dos genes
(EhCHS1 y EhCHS2) que codifican quitin-sintetasa en £. histolytica (Campos et al.,
2004). La quitin-sintetasa (también es conocida como UDP-2 acetamido-2-deoxi-D-
glucosaquitina 4-beta-acetamidodeoxiglucosil-transferasa) requiere la presencia de iones
catidnicos divalentes Mg ™, Mn "™y Co ™2 como cofactores (Horst, 1981). Aiin no se sabe
si se requiere un oligosacarido corto como iniciador de la reaccion. Cada ciclo catalitico
involucra la translocacion del polimero de quitina en crecimiento de los sitios de union
de la quitin-sintetasa C el sustrato después de las dos adiciones de GleNac. El polimero
de quitina permanece de esta manera unido a la enzima, preparado para el siguiente ciclo
catalitico. El ensamble de la quitina ocurre sin la formacion de quito-oligosacaridos
libres (Horsch y Sopwdhamini, 1996).

Existen reportes de la formacion de glicolipidos unidos a GleNAc (GleNAc-
glicosildiacilgliceroles) que actiian como intermediarios de la sintesis de quitina y quito-
oligomeros unidos a dolicolfosfato con una cadena de ocho residuos de longitud
maxima, el cual parece ser transferido a un aceptor polipeptidico y actuar como un
sustrato aceptor de GlcNAc para la enzima quitin-sintetasa, lo cual indica que la quitin-
sintetasa actia unida covalentemente a un sustrato iniciador. Se desconoce hasta ahora
si el supuesto complejo quitin-sintetasa-sustrato iniciador y al sitio de union a UDP-
GlcNAc implicados en los eventos de elongacion de la cadena de quitina les
correspondan distintas regiones del mismo polipéptido o estan situados en dos
diferentes polipéptidos estrechamente asociados (complejo multienzimatico), (Merz et
al, 1999). Para que la quitina sintetizada cumpla con sus funciones en los sistemas
biologicos, debera haber un mecanismo que transporte el polimero de quitina sintetizada
de novo desde el interior de la célula hacia en donde probablemente se encuentre el
dominio catalitico de la enzima, hacia el medio extracelular y probablemente también
deberd haber un nimero de pasos post-sintesis en la superficie celular involucrando la
formacion de fibras de quitina, asociacion de estas con proteinas cuticulares y finalmente
la formacién de una estructura macromolecular quitina/proteina con extensas
modificaciones quimicas. Por lo que se asume que la formacién de fibras de quitina es
un proceso extremadamente complejo y pobremente entendido (Tellam et al., 2000)

Das y Guillin en 1991, demostraron la presencia de dos formas de quitina sintetasa en
Entamoeba invadens: Una forma soluble y una forma particulada y se sugirié que esta
enzima podria ser esencial para la formacion de la pared quistica de E. invadens, El
60% de la actividad enzimatica de la quitina-sintetasa se encuentra en forma soluble, su
mayor actividad la presenta a un pH de 6.0; el 40% restante de la actividad enzimatica se
encuentra en forma particulada y su mayor actividad es a pH entre 7.0 ¥ 7.5, la actividad
de ambas fracciones depende de la presencia de Mg™, Mn" y Co™. Por otra parte
Chang, 1946; sefalo que el pH de 6.8 a 7.1 es ideal para el enquistamiento de
E. histolytica.



Recientemente, se ha reportado que en la sintesis de la pared celular de Entamoeba
histolytica se encuentran relacionadas dos quitina-sintetasa (Chs), Ja EhChs-1 es
exclusiva hasta ahora de este parasito y la EhChs-2 la cual se encuentra también en
insectos y nematodos (Van Dellen et a/., 2006).

5.9. DESENQUISTAMIENTO DE Entamoeba histolytica

El desenquistamiento no axénico de Entamoeba histolytica se ha observado in vitro
en condiciones que se aproximan a las que encuentra esta amiba en el aparato digestivo
del huésped, ya que una vez que el quiste maduro llega a la boca y es deglutido,
atraviesa el estomago en €l cual aparentemente no experimenta cambios en condiciones
acidas, pero al encontrar un ambiente neutro o ligeramente alcalino entra en gran
actividad y muy probablemente en combinacion con los jugos gastricos aparentemente
es favorable para desencadenar el proceso de desenquistamiento, en el cual a partir de un
quiste tetranucleado emerge hacia el exterior (a través de una pequenia hendidura que se
encuentra en la pared) un trofozoito multinucleado (trofozoito metaquistico) del cual se
derivan cuatro pequefas amibas, las cuales sufren rapidamente una division nuclear y
celular para dar origen a ocho tofozoitos.

En algunas especies de protozoarios, ¢l quiste esta provisto de un poro u opérculo de
salida del trofozoito (trofozoito metaquistico) y en otras especies es requisito
indispensable la disolucion de la pared por accion enzimatica o bien su ruptura
(Monwell, 1968). Durante el desenquistamiento de E. invadens, se ha descrito por
microfotogratia espaciada que la emergencia del trofozoito metaquistico ocurre a través
de un poro en la superficie de la pared (Cervantes y Martinez, 1980; Lopez y
Villagomez, 1993).

El desenquistamiento de Entamoeba histolytica, hasta ahora sélo se ha reportado en
medios xénicos, de acuerdo con los trabajos de Cleaveland y Sanders, 1930; Stone,
1935; Snyder y Melenay, 1941; ademas reportaron también el desenquistamiento de
E. histolytica en “presencia de agentes reductores o en una condicion de anaerobiosis
que se produce por agotamiento parcial del oxigeno molecular del medio”, los agentes
reductores empleados fueron el clorhidrato de cisteina, acido tioglicélico neutralizado,
también tuvieron éxito al emplear en su método la aereacién con nitrégeno y la
absorcion de oxigeno con pirogalol alcalino, concluyendo en su trabajo que el
agotamiento total de oxigeno no es esencial para el desenquistamiento.

A la fecha sblo hay evidencia de enquistamiento y desenquistamiento de
E. histolytica en presencia de bacterias. El hecho de que pueda ser inducida la formacion
de estructuras semejantes a quistes modificando y combinando algunos factores del
medio en un cultivo xénice, indica que es posible encontrar condiciones de cultivo que
puedan inducir el ciclo de vida axénico in vitro de E. histolytica bajo condiciones
axénicas, como sucede con Entamoeba invadens (ver tabla II1).



Tabla III
Induccion del desenquistamiento xénico in vitro de Entamoeba histolytica

Ot Condiciones
Autor (es) Fecha Quistes ; del medio para Descripcion
s resisientes a: E
obtenidos de: desenquistar
*Muestras ;
M. : Se obtuvieron
diarreicas de A . o
; < Medios trofozoitos moviles,
paciente Bicloruro de ; 3
Cleaveland y Sanders 1930 | A . : conteniendo | pero ninguno de
QUi gt ioal bacterias ellos vivid méas de
producidos 1:10.000 e
B seis dias.
invitro
Los quistes
- i n
\ ' *Medios libre desenquistaron e
Muestras Bicloruro de : medios que
- : de bacterias . 5
Snyder y Melenay diarreicas de | mercurio al " . contienen bacterias,
1941 . Medios
paciente 1:50,000 45 . pero no se
. conteniendo ;
min . desenquistaron en
bacterias .
los medios
esteriles.

5.10 ULTRAESTRUCTURA DE TROFOZOITOS Y QUISTES DE Entamoeba

El primer estudio al microscopio electronico de amibas de Entamoeba invadens
crecidas axenicamente fue realizado por Siddiqui y Rudzinska, 1965; quienes
describieron aspectos referentes a la membrana citoplasmatica, membrana nuclear y
detall$ los hallazgos citoplasmicos, en el cual se destaca la ausencia de mitocondrias y
aparato de Golgi, entre las estructuras citoplasmaticas que resalta se encuentran los
cuerpos cromatoides los cuales describe como caracteristicos de quistes, prequistes y
trofozoitos con lento o nulo crecimiento. Posteriormente, Barker y Deutsch en 1958; en
un estudio realizado por medio de microscopia electronica y estudios histogquimicos
demostraron que los cuerpos cromatoides en trofozoitos de E. invadens crecidos en un
medio no axénico, consisten principalmente de acido ribonucleico y proteinas
inespecificas, calcularon en 200A el diametro de las particulas que forman las hélices de
los cuerpos cromatoides y un tamafio promedio de los cuerpos cromatoides de 0.5um,
aumentando éste con la edad del cultivo y decreciendo en el quiste.

En micrografias de quistes de E. invadens observadas a microscopia electronica se
observa polaridad de las vacuoias, asi como de los nicleos y cuerpos cromatoides, lo
cual indica una distribucion especial para los organelos del quiste y es posible que este
arreglo tenga alguna funcion con relacién al desenquistamiento o alguna relacion con
una posible zona especifica para el poro de salida del trofozoito metaquistico durante el
desenquistamiento (Morales y Villarreal, 1997).

Estudios efectuados durante el proceso de enquistamiento y desenquistamiento in
vitro de Entamoeba invadens empleando microscopia electronica de barrido y de
transmision, reportan los siguientes hallazgos: durante el enquistamiento se observa una
red fibrilar en la superficie de los prequistes, en cortes finos se observa la presencia de

20



vacuolas conteniendo microfibrillas de apariencia similar a los componentes de la pared
de los quistes, al observar los prequistes en microscopia de fluorescencia se aprecian
estructuras citoplasmicas redondeadas fluorescentes, en la etapa de quiste la
fluorescencia se observa en la superficie y durante el desenquistamiento a través de
microscopia electronica de barrido (MEB o SEM) se observa el desprendimiento del
metaquiste de la pared celular. Los metaquistes fagocitan material amorfo el cual
posiblemente corresponda a residuos de la pared celular, en este proceso de
desenquistamiento visto al microscopio electronico de transmision (MET) se aprecia un
espacio entre la membrana celular y la pared celular € internamente se aprecio abundante
material electrodenso el cual posiblemente esta relacionado con el proceso de
desenquistamiento (Chavez et al., 2003).

En E. histolytica se realizo un estudio con espectroscopia de rayos X del nicleo de
trofozoitos, en el cual reporta la presencia de cuerpos intranucleares y cuya composicion
consta de fosforo, calcio y magnesio, esta composicion es independiente de las
condiciones de cultivo y composicion del medio de cultivo (Feria y Tapia, 1977).

Empleando MET, se realizaron estudios ultraestructurales comparativos entre
trofozoitos de E. histolytica recuperados de un absceso hepético y de trofozoitos de este
mismo protozoario cultivados in vitro, los cuales evidencian que los primeros presentan
una gran cantidad de granulos periféricos electrodensos, ademds se aprecia una gran
cantidad de vesiculas citoplasmicas con un contenido microfibrilar; y empleando
microscopia de fluorescencia se observé material semejante a quitina en estas vesiculas,
tal como se ha apreciado en E. invadens y Giardia lamblia (Chavez et al., 2004).

5.11, EFECTO DE AGENTES QUfMlCOS SOBRE EL DESENQUISTAMIENTO
in vitro DE Entamoeba

A la fecha se han realizado una serie de investigaciones empleande una gran
diversidad de agentes quimicos, encaminados 2 inhibir €l crecimiento y diferenciacion o
desenquistamiento de Entamoeba invadens (Makioka ef al., 2004; Valdez et al., 2000 y
Calzado er al., 2007) en el supuesto de que los resultados que se obtengan en este
protozoario podran ser aplicados al control de la amibiasis. Sin embargo, dentro de la
familia Endamoebidae tanto E. invadens como E. histolytica se encuentran en grupos
filogenéticamente diferentes como lo demuestran estudios basados en la secuencia de
genes del RNA segun Silberman et a/, 1999. Por lo tanto, los datos obtenidos en
Entamoeba invadens no son totalmente extrapolables a Entamoeba histolytica (Lopez y
Villagomez, 1993).

En la actualidad existe la necesidad preponderante de contar con una droga que
permita el control de la amibiasis ocasionada por Entamoeba histolytica, debido a que
los medicamentos existentes actualmente contra la amibiasis provocan una serie de
efectos secundarios indeseables en el humano, como los ocasionados por el
metronidazol, el cual es considerada como la droga de eleccion de accion sistémica
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7. RESULTADOS

7.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Entamoeba histolytica IN VITRO

En la cinética de crecimiento de E. histolytica, empleando el medio de cultivo
TYI-S-33 (Fig.10), se observa que durante las primeras 24 h presenta una ligera fase
de adaptacion, posteriormente se observa la fase logaritmica, alcanzando su
rendimiento maximo a las 72 h, con un rendimiento de aproximadamente 138,000
cél/mL y posteriormente se observa un decaimiento paulatino en el nimero de
células.

16
14-
12
10~

Células/mL (x10*)

o N A O @

Dias

Figura 10. Cinética de crecimiento axénico de E. histolytica in vitro.
Esta cinética fue realizada empleando el medio TYI-S-33, los resultados
obtenidos son el resultado de tres eventos independientes triplicado,
graficados como medias + DS.
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7.2 RENDIMIENTO DE ESTRUCTURAS SEMEJANTES A QUISTES DE
E. histolytica OBTENIDAS BAJO CONDICIONES AXENICAS IN VITRO

De los diversos bioensayos realizados para inducir el enquistamiento axénico de
E. histolytica in vitro, en la Tabla IX se muestra el rendimiento obtenido en cada uno
de los bioensayos (ver Tabla VI y Fig. 6).

Tabla IX

Rendimiento de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica obtenido en los diversos bioensayos

Numero de bioensayo Rendimiento de ESQ (%)
1 68
2 3
3 56
4 63
5 86
6 93
7 52
8 74
9 86
10 74
11 83
12 90
13 34
14 70
15 90
16 95
17 66
18 47
19 87

Ei bioensayo 16 resulté ser el mas efectivo para inducir estructuras semejantes a
quistes de E. histolytica. Ademas fue el tinico con el que se obtuvieron estructuras
semejantes a quistes que pudieron desenquistar (ver seccion 7.5 y figura 13).
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7.3 CINETICA DE INDUCCION DE ESTRUCTURAS SEMEJANTES A
QUISTES DE Entamoeba histolytica IN VITRO BAJO CONDICIONES
AXENICAS

Se llevé a cabo la induccion de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica
in vitro bajo condiciones axénicas de acuerdo al bioensayo 16 de la Tabla VI y se
realizaron lecturas cada 24 h por 7 dias, los resultados se presentan en la figura 11.
En estos resultados se observa la ausencia de estructuras semejantes a quistes durante
los primeros 3 dias de incubacion a 37°C; sin embargo a partir del dia 4 de
incubacién a las condiciones descritas, se obtuvo 24.9% de estructuras semejantes a
quistes resistentes al detergente triton X-100 [0.15%]/10 min, a temperatura
ambiente, al dia 5 de incubacion se obtuvo un 70.2% de estructuras semejantes a
quistes, al dia 6 se obtuvo 90% y al dia 7 se obtuvo 95.7% de estructuras semejantes
a quistes de E. histolytica resistentes al detergente antes especificado; los resultados
obtenidos al dia 6 y 7 muestran diferencia significativa entre si, pero con respecto al
rendimiento obtenido al dia 4 y 5 se aprecia diferencia significativa muy marcada
(ANOVA p<0.05).
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Figura 11, Cinética de induccion de estructuras semejantes a quistes
de E. histolytica in vitro. Esta cinética es el resultado de tres eventos
independientes por triplicado, graficados como medias + DS.
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7.4 DESENQUISTAMIENTO AXENICO IN VITRO DE LAS ESTRUCTURAS
SEMEJANTES A QUISTES DE Entamoeba histolytica

A partir de las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica que se obtuvieron
bajo condiciones axénicas in vitro se indujo el desenquistamiento empleando el
medio TYI-S-33, los trofozoitos desenquistados presentaron un aspecto morfolégico
normal, una vez que se obtuvieron cultivos confluentes se realizo una cinética de
crecimiento bajo condiciones normales. La cinética de crecimiento de los trofozoitos
desenquistados (Fig.12, linea rosa) es el resultado de tres eventos independientes al
igual que la cinética control es decir la cinética de crecimiento de los trofozoitos
cultivados bajo condiciones normales (Fig.12, linea azul); en los resultados obtenidos
se observa que durante los primeros 4 dias de incubacion a 37°C, tanto en la cinética
control asi como en la cinética de crecimiento de trofozoitos obtenidos a partir de las
formas quisticas se observa un comportamiento similar, no presentando diferencia
significativa en el rendimiento de células por mililitro (ANOVA p<0.05).

Células/mL (x 10)

Figura 12. Cinética de crecimiento de trofozoitos de
E.  histolytica. la cinética fue obtenida a partir del
desenquistamiento de las estructuras semejantes a quistes (linea
rosa), en comparacion con el control (linea azul) de la cinética de
crecimiento normal. La grafica muestra la media y la DS de tres
experimentos independientes de las células desenquistadas.
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7.5 INDUCCION DEL CICLO DE VIDA AXENICO DE Entamoeba histolytica
INVITRO

A partir de las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica obtenidas del
ensayo 16 de la Tabla VI, se logré reproducir el ciclo de vida axénico de Entamoeba
histolytica in vitro, a esta metodologia se le denominé “Método TGC7” (Fig. 13).
Empleando esta metodologia, se realizaron por triplicado ensayos para inducir el
ciclo de vida axénico de E. histolytica in vitro, los resultados obtenidos se muestran
en las figuras 14a, 14b y 14c y en la Tabla X. En estos resultados se muestran y se
describen los diferentes estadios que presenta E. histolytica durante los estadios
principales de su ciclo de vida como son el trofozoito, prequiste, quiste y metaquiste,
cabe recalcar que en esta descripcion a las estructuras semejantes a quistes obtenidas
in vitro, las referimos como quistes de E. histolytica.

Realizar cinética
comparativa de
crecimiento entre

i trofozoitos en .
cultivo normal y Agregar 10 ml de TYI-S-33

Cepa: = pH 7.0 e incubar a 37°C/6
-T x 125 . ias oIV
Tubo de If) X IZ‘ mm provenientes de dias hflsla observar un
-10mL de TYI-S-33 cultivo confluente

-1 mL de Suero irradiado ESQ desenquistados
-0.1 mL de la mezcla de antibidtico 4
~Inoculo dé 2 x 10* cel/ml o Eliminar el
-Incubar a 37°C/ 3 dias sobrenadante
— conteniendo las
Enfriar células eor 15 min en agua- hielo ESQ que no
r ‘4 desenquistaron
Centrifugar a 1200rpm/S min {
_ v F i
Enjuagar células con PBS pH=7.4 A
ay t \ Inocular el paquete celular un tubo'de
Centrifugar a IGOO rpm/S min. 13 x 100 adicionado con 5 mL de
P medio TYI-S-33 y 0.5 mL de suero e
incubar a 37°C y observar cada 24 h.
E i hasta  observar el inicio del
Eliminar € = €—— Agregar 10 mL desenquistamiento e incubar por otros
sobrenadante i de medio TYI-S-33 4 dias mas a 37°C
4
2 4 *
Inocular cada tubo con 2X10° cel/mlL. Obtener el paquete celular
v
Eliminar sobrenadante
N S G G I B N . Centrifugar a 1200rpm/S min
BEETET N 1 L ‘
F F P r 1! Enjuagar células 3 veces con PBS, pH=7.4
A 4
L b ba bd b B B B Lavar células con triton X-100 0.0001%/30 min
-20 Tubos de 18 x 150 mm A

-Medio TYI-S-33 (15mL)
-Indeulo de 2x 10° cel/ml

e () Incubar a 37°C/7 dias 4 _
-Mezcla de antibidtico (0.15 mL) » Cosechar células por decantacion

-Gasear con CO»/2min

Centrifugar a 1200rpm/5 min

Figura 13, Método TGC7. Método desarrollado bajo condiciones axénicas para inducir el ciclo de
vida de Entamoeba histolytica in vitro. 49



Estadio

Trofozoitos

Prequistes

Quistes

Quistes
en proceso de
desenquistamiento

Metaquistes
Trofozoitos
metaquisticos en proceso
de division celular.

Trofozoitos

Figura 14a. Ciclo de vida axénico in vitro de Entamoeba histolytica. En esta
figura se muestran los principales estadios del ciclo de vida axénico de E. histolytica
in vitro: trofozoito, prequiste, quiste y metaquiste.
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Tabla X

Descripcion de los estadios del ciclo de vida de Entamoeba histolytica

obtenidos in vitro

Detalles de 1a imagen

Estadio ) Imagen A Imagen B
y equipo empleado
Se observan trofozoitos en muy buen { Se observan trofozoitos en muy buen
Descripeién estado y de aspecto pleomérfico los | estado y de aspecto pleomérfico, Esta
cuales se¢ encuentran adheridos a la | imagen se obtuvo a wavés de
base del tubo de vidrio. (10x) microscopio de contraste de fase (40x)
a . Se incubaron por 3 dias en TY1-S-33 Se incubaron por 3 dias en TVYI-S-33
Trafazolta Detaliesde Gillive completo completo, se fijaron con glutaraldehido
Microscopio de contraste de fase, Zeiss
P s i Microscopio Invetido, Zeiss Fase pH-2, filtro azul.
Camara Sony Cyber Shot 3 Mp. Canon EOS RebelG, Rollo Kodak, Asa
100.
En este estadio conviven en el mismo
Se observa en el fondo de la base del | mbo tanto trofozoitos prequisticos como
tubo de vidrio, tanto trofozoitos | prequistes de aspecto redondeado y
prequisticos aun con su aspecto | refringente, en dos de ellos se observa la
Descripcion pleomdrfico asi como también se | presencia de 2 ndcleos caracteristicos
observan algunos prequistes de | con su cariosoma central, entre estos
aspecto redondeado y refringemte. | prequistes se observa un trofozoito,
(10X) entre ellos es evidente Ia diferencia de
sus dimensiones. (40X)
Prequiste
Se aplico a los trofozoftos el método | Se aplicod a los rofozoftos el método
Detalles del metodo de alta tension de CO; y s¢ wncubaron | TGC7, se incubaron por cuatro dias y se
por cuatro dias. fij6 la muestra con glutaraldehido
Microscopio de contraste de fase, Zeiss
Feicloeameatasion Microscopio [nvetido, Zeiss Fase pH-3, filtro azul.
Camara Sony Cyber Shot 3 Mp. Canon EOS RebelG, Rollo Kodak, Asa
100.
Se observa un grupo de quistes. | Sc observa un grupo de estructuras
presentan aspecto esférico y bordes | quisticas, cada una estas estructuras
Descringi regulares, dos de ellos parecen estar | presenta su tipica morfologia esférica y
cripcion 2 3 5 2 : s
unidos por la misma cubierta y los | refringentes al microscopio de luz
ocho se encuentran agrupados por | (40X)
una especic de malla. 100X.
Quiste

Detalles del métoda

Se aplico a los trofozoitos al método TGC? y se incubaron por siete dias, se
retaron con detergente y s¢ fijaron con glutaraldehido

Fotodocumentacion

Microscopio Invetido, Zeiss
Camara Sony Cyber Shot 3 Mp.

Microscopio de Contraste de fase, Zeiss
Fase pH-2, filtro azul.

Canon EOS Rebel G, Rollo Kodak, Asa
100.

NOTA: Las imagenes A y B son referidas de la figura 14a.

-
o
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(op]
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o
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Continuacién de la Tabla X

Quiste

en proceso de
desenquistamiento

Descripeién

Se observan algunas estructuras
quisticas de aspecto esférico y
refringentes a la luz, en el circulo se
resalta una estructura quistica de la
cual lentamente  emierge  un
seudbpodo por uno de sus extremos,
posiblemente por el opérculo,
también se  observan  algunos
trofozoftos de aspecto tipico, ef inicio
de este proceso inicia a los 12 dias de
incubacién. En esta imagen es
evidente que el desenquistamiento in
vitra de E. histolytica es asincrdnico.
{10X)

A) S¢ observan una estructuras quistica
fluorescente, de aspecto esférico de
la cual emerge un seuddpoda por uno
de sus extremos el cual también
fluoresce, (40X)

B) Se observan una estructuras quisticas
de aspecto esférico de la cual emerge
un seuddpodo por uno de sus
extremos, posiblemente por el
opérculo, en la imagen se aprecia la
diferencia entre la superficie de la
cubierta del quiste y del seuddpodo.
(100X)

Detalles del método

Se cosecharon las  estructuras
quisticas y se resembraron en medio
completo TYI-S-33 por 12 dias.

Se cosecharon las estructuras guisticas,
se resembraron en medio completo TYI-
S$-33 por 12 dias y se fijaron con
glutaraldehido

Fotodocumentacion

Microscopio Invetido, Zeiss

Cémara Sony Cyber Shot 3 Mp.

A) Microscopio de fluorescencia
Cémara Sony Cyber Shot 3 Mp.

B)Microscopio de contraste de fase,
Zeiss, Campo obscuro, filtro azul.
Canon EOS RebelG, Rollo Kodak,
Asa 100.

Metaquiste

Trofozoitos
metaguisticos en
proceso de divisidén
celular

Descripcién

Se observa un trofozoito
metaquistico en proceso de division
celular por fisién binaria lo cual dara
origen a dos trofozoitos
independientes . también se observan
algunas  estructuras  esféricas y
refringentes a la luz, el proceso es
asincronico ( 10X).

Se  observa un trofozoito
metaquistico en proceso de division
celular por fisidn binaria, se abservan
dos niicleos al interior de uno de los
extremos del trofozoita metaquistico.
(100X)

Detalle del método

Mismo proceso de desenguistamiento
e incubadas por 13 dias.

Mismo proceso de desenquistamiente,
incubadas por 13 dias y fijadas con
glutaraldehido.

Fotodocumentacion

Microscopio Invetido, Zeiss
Céamara Sony Cyber Shot 3 Mp.

Microscopio de contraste de fase, Zeiss
Fase pH-3, filoo azul. Canon EOS
RebelG, Rolla Kodak, Asa 100.

Trofozoito

Descripcion

Se observan trofozoitos en muy
buen estado y de aspecta pleomérfice
los cuales se encuentran adheridos a
la base del tubo de vidrio. (10X)

Se  observan  trofozoitos  de
morfologia pleomorfica  fipica, de
aspecto normal., esta imagen se obtuvo
por microscopia de contraste de fase.
{40X)

Detalles del cultivo

Se eliminaron por decantacidn las
estructuras  quisticas que  no
desenquistaron, a los trofozoitos
metaquisticos se les agregd medio de
cultivo TYI-S-33 completo y se
incubaron por otros 6 dias para
obtener un cultivo confluente.

Los trofozoitos que desenguistaron se
incubaron  por 3 dias en TYI-S-33
completo y se fijaron  con
glutaraldehido.

Fotedocumentacion

Microscopia Invetido, Zeiss
Cémara Sony Cyber Shot 3 Mp.

Microscopio de contraste de fase, Zeiss
Fase pH-2, filtro azul. Canon EQS
RebelG, Rollo Kodak, Asa 100.
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En la figura 14b se observa una comparativa de los estadios del ciclo de vida de
E. histolytica, en A se observan los estadios desarrollados bajo condiciones axénicas
in vitro empleando el método TGC7 y en B se observan los estadios del ciclo de vida
in vitro de E. histolytica reportados por el Control Deseases Center (www.cdc.com).

Trofozoito

: « v Etape-infectiva Enfemedas inestnst | A —gi50s infeciva B eremedaaivesira
*  Etapa de diagnéstico . »
pa de diag Enfermedad i Etapa de diaanéstico Entermedad

Figura 14b. Estadios del ciclo de vida de Entamoeba histolytica. A) estadios
desarrollados bajo condiciones axénicas in vitro, B) estadios in vivo del ciclo de vida
de E. histolytica reportado por la CDC (Control Deseases Center).

Bajo la metodologia aqui empleada, Entamoeba histolytica tarda en promedio 23
dias en reproducir su ciclo de vida axénico in vitro (Fig. 14c), por otra parte cabe
mencionar que el proceso es asincrénico y solamente una fraccion del total de
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica cumplen esta descripcion y el resto
no desenquista.
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Trofozoitos
Dia23/ Dia0

Trofozoitos prequisticos
Trofozoitos metaquisticos Dia3

4
\ .

r Quistes
Desenquistamiento Dia 7
Dia 16

Figura l4c. Ciclo de vida axénico de E. histolytica in vitro.
Empleando el método TGC7 desarrollamos el ciclo de vida de
E. histolytica, bajo condiciones axénicas in vitro a E. histolytica le
toma en promedio un total de 23 dias para completar su ciclo de vida y
formar nuevamente un cultivo confluente

7.6 MORFOLOGIA DE LOS TROFOZOITOS, QUISTES Y ESTRUCTURAS

SEMEJANTES A QUISTES DE E. histolytica
7.6.1 Tinciones

Las diversas tinciones especiales realizadas nos permiten evidenciar algunas
caracteristicas morfologicas y de composicion de las estructuras semejantes a
quistes de E. histolytica y compararlas con trofozoitos y quistes de este
protozoario.

7.6.1.1 Fluorescencia

Las estructuras quisticas de Entamoeba histolytica obtenidas de acuerdo al
método TGC7, se tiieron con calcoflior M2r para observar fluorescencia de la
pared quistica ya que este colorante tiene afinidad por quitina, la cual es un
polimero con enlace de N-acetil-glucosamina que se encuentra como
constituyente principal de la pared quistica. Como control negativo se tifieron
trofozoitos provenientes de cultivos a la mitad de la fase log de crecimiento (Fig.
15-A), como testigo empleamos quistes de Entamoeba invadens obtenidos
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in vitro (Fig.15-B), como control positivo se tifieron quistes aislados a partir de
heces diarreicas de pacientes con amibiasis (Fig.15-C), en los cuales se observa
la intensa fluorescencia caracteristica de estas estructuras; en las formas
semejantes a quistes que se obtuvieron in vitro (Fig.11-D) el patrén de
fluorescencia es semejante al control positivo y al testigo, no asi en los
trofozoitos en los cuales se observa una débil fluorescencia en algunos de ellos.

Figura 15. Comparacién del patrén de tincién con calcofhior M2r:
A) control negativo, trofozoitos de E. histolytica, B) testigo, quistes de
E. invadens, C) control positivo, quiste de paciente y C) estructuras semejantes a
quistes de E. histolytica obtenida in vitro.

7.6.1.2 Tincién Tricromica

Los resultados de la tinciéon con el colorante tricromico de Gomori se
muestran en la figura 16. En la imagen A de esta figura se aprecian trofozoitos
de aproximadamente 40pm de didmetro, observados a microscopio de luz y
fotodocumentadas con camara automatica y rollo kodak asa 100, se aprecia de
aspecto pleomoérfico, delimitados por una membrana celular (mc), en su interior
se observar un nicleo (n) el cual se observa tefiido intensamente y el citoplasma
(c) se observa de una tonalidad verde-violacea caracteristica de esta tincion,
ademas es posible apreciar dos seudépodos (s) de  aspecto hialino; en la imagen
B correspondiente a un quiste de aproximadamente 20um, obtenido de muestra
de paciente, observado a microscopio de luz y fotodocumentadas con camara
automatica y rollo kodak asa 100, se aprecia una estructura esférica y en su
interior se observan dos ntcleos (n) con su tipico cariosoma central (cc) tefiidos
intensamente y ¢l citoplasma (c¢) se observa de una tonalidad violacea, en la
imagen C correspondiente a una estructura quistica obtenida in vitro y
fotodocumentada a través de camara digital SONY cyber-shot se observan una
estructura esférica de aproximadamente 20pum claramente delimitada por una
pared celular (pc), en su interior se observan miltiples nicleos (n) tefiidos
intensamente y el citoplasma se aprecia de una tonalidad verde-violacea, siendo
todas estas caracteristicas de un quiste maduro de Entamoeba histolytica como se
aprecia en la imagen B de la misma figura 16.
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40X 20um o Al - 100X
Figura 16. Comparacion del patrén de la tincion tricromica. Tincion
tricromica realizada en: A) en trofozoitos de E. histolytica cultivada in vitro, el
cual estd delimitado por la membrana celular (mc), al interior del citoplasma (c)
se observa un nucleo(n), ademas se observan dos pequefios seudopodos (s). B)
quiste de E. histolytica obtenido de paciente que presenta al interior del
citoplasma (c) dos nicleos (n) con el cariosoma central (cc). C) estructura
quistica obtenida in vifro en la que al igual al quiste de paciente, también se
aprecian multinucleacién a diferencia de la imagen A, en la cual se aprecia un
solo nucleo y de aspecto pleomorfico.

7.6.1.3 Tincién con yodo-lugol

Las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica obtenidas in vitro fueron
teitidas con la técnica tradicional de yodo-lugol, ya que dicho colorante tiene
afinidad por los polimeros de N-acetil-glucosamina y ademas tifie al micleo,
permitiendo una facil y rapida identificacion de estos, como se observa en la Fig.
17, en A se observa un quiste de E. histolytica obtenido de un paciente con
amibiasis (segun Center Deseases Control) y en B el patrén de tincion de una
estructura semejante a quiste de E. histolytica obtenida in vitro bajo condiciones
axénicas, esta imagen fue fotodocumentada a través de una camara SONY cyber-
shot 3.0, el patron de tincion es semejante, permitiendo observar multinucleacion
en ambas imagenes.

Figura 17. Comparacion del patrén de
tincion con yodo-lugol. A) quiste de
E. histolytica obtenido de un paciente con
amibiasis y B) estructura semejante a
quiste de E. histolytica obtenida in vitro en
el cual se observa multinucleacion
(aumento original 40X).
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7.7 ANALISIS MORFOLOGICO Y TOPOGRAFICO DE LAS ESTRUCTURAS
SEMEJANTES A QUISTES DE Entamoeba histolytica

7.7.1 Anailisis morfolégico de las estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica mediante Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Se realizaron cortes semifinos tanto de trofozoitos como de estructuras
semejantes a quistes obtenidos mediante el método TGC7, en la figura 18 se observa
un corte semifino de un grupo de trofozoitos cultivados en el medio TYI-S-33 bajo
condiciones normales, en esta imagen se observa que los trofozoitos presentan el
aspecto tipico pleomorfico. En esta imagen es posible observar que estin delimitadas
por la membrana celular (mc), en varias de ellas la presencia de un nicleo (n) el cual
se tifie intensamente de azul-violaceo, y al interior se observan vacuolas distribuidas
uniformemente en el citoplasma.

W Figura 18. Corte semifino de un trofozoito de

4 E. histolytica. Imagen correspondiente al corte
semifino de un grupo de trofozoitos cultivados
;en el medio TYI-S-33, bajo condiciones
normales, los cuales presentan el tipico aspecto
"' pleomérfico, estan delimitados por la membrana
X % celular (mc) y presentan un sélo nucleo (n)

tefiido intensamente. (aumento original 40X)

En la figura 19 observamos la imagen correspondiente a una estructura
semejantes a quiste de E. histolytica obtenida de acuerdo al bioensayo 16 (Tabla VI),
en esta imagen se observa que esta estructura esta delimitada por lo que puede
corresponder a una delgada pared celular (pc), al interior se observa la presencia de
tres nucleos (n) con la cromatina adosada en la periferia interna de la membrana
nuclear, en dos de estos nucleos se observa claramente un cariosoma central, dicha
descripcion concuerda con la reportada para quistes maduros de E. histolytica.

Figura 19. Corte semifino de una estructura
semejante a quiste de E. histolytica. Imagen
correspondiente al corte semifino de una estructura
semejante a quiste de E. histolytica tefiida con azul
de toluidina, la cual se observa delimitada por la
pared celular (pc), también se observan 4 nucleos
(n) con la cromatina condensada en la periferia
y un cariosoma central, dicha descripcion
corresponde a los niicleos de un quiste maduro de
E. histolytica. (aumento original 100 X)
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Por otra parte se hicieron cortes finos para microscopia electrénica de
transmision. En la figura 20 se observa la imagen de un trofozoito de E. histolytica
cultivado bajo condiciones normales e incubados por 3 dias, el cual esta delimitado
por la membrana celular (mc) y presenta su aspecto pleomorfico tipico, el nicleo (n)
presenta la cromatina condensada en la periferia de la cara interna de la membrana
nuclear, en el citoplasma se encuentran dispersas de forma uniforme vacuolas (v),
también es evidente la presencia de granulos posiblemente de glucogeno.

h

=3

Figura 20. Micrografia electronica de un trofozoito de
E. histolytica. Trofozoito cultivado por 3 dias en TYI-S-
33 bajo condiciones normales. El trofozoito muestra estar
delimitado por la membrana celular (mc), notese su
aspecto pleomdrfico y el nicleo (n) con la cromatina
condensada en la periferia de la cara interna de la
membrana nuclear, en esta imagen es evidente la gran
cantidad de vacuolas (v) y de grinulos de glucogeno
distribuidos abundantemente en el citoplasma (flecha
blanca). 2000X

En la micrografia electronica de la figura 21 se observa la imagen
correspondiente a un trofozoito de E. histolytica cultivado por 3 dias en TYI-S-33
bajo condiciones de alta tensién de CO,, en el cual se observa la tendencia a
redondearse en comparacién con los trofozoitos cultivados bajo condiciones
normales, el nicleo (n) no presenta su aspecto esférico y la cromatina se encuentra
disgregada hacia uno de los extremos del nucleo, lo cual podria representar una
inminente division nuclear, por otra parte las vacuolas se encuentran distribuidas
hacia el polo opuesto a la ubicacién del nicleo en el citoplasma y los granulos de
glucogeno (gg) se encuentran distribuidos principalmente en la parte central del
citoplasma, por otra parte en la seccién ampliada de esta misma imagen se observan
algunos cuerpos alargados los cuales corresponden e hélices de ribonucleoproteinas.
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Figura 21. Micrografia electrénica de un trofozoito de E. histolytica. Trofozoito
cultivado por 3 dias en TYI-S-33 bajo condiciones de alta tensién de COs, ¢l trofozoito
presenta tendencia a redondearse, el nicleo (n) no presenta su aspecto esférico y la
cromatina se encuentra disgregada, lo cual podria corresponder a un estado de division
nuclear, nétese la distribucion de las vacuolas hacia el extremo opuesto del niicleo y la
distribucion de los granulos de glucégeno (flecha blanca) en la parte central del
citoplasma. 6,200X. En la imagen ampliada de la seccion sefialada en el recuadro
derecho se observan escasas barras posiblemente de hélices de ribonucleoproteinas
(flecha negra). Aumento original 12.400X

En la micrografia de la figura 22 se observa la fraccion de un trofozoito cultivado
bajo condiciones de alta tension de COz, en esta imagen el nicleo (n) se observa
ovalado y con la cromatina disgregada, en el citoplasma se observan estructuras
alargadas que corresponden a hélices de ribonucleoproteinas (cabeza de flecha).

Figura 22. Micrografia electrénica
de una porcién de un trofozoito de
E. histolytica. Trofozoito cultivado
por 3 dias en TYI-S-33 bajo
condiciones de alta tension de CO,.
En el nicleo (n) la cromatina se
encuentra disgregada y en el
citoplasma se observan estructuras
alargadas caracteristicas de hélices
de ribonucleoproteinas (cabeza de
flecha) 12,400 X.
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En la micrografia de la figura 23 se observa la fracciéon de dos células de
E. histolytica cultivada por 4 dias en TYI-S-33 bajo condiciones de alta tension de
CO,. La células se encuentran delimitadas por su membrana celular (mc)
correspondiente la cual se observa de borde regular, en una de las células el nucleo
(n) se observa alargado, la cromatina (c) se encuentra distribuida en los polos del
nlcleo, también se observan escasas vacuolas vacias, en otras se observan
invaginaciones y en la mayoria se observan cuerpos intravacuolares (civ).

de una seccion de dos células de
E. histolytica. Células cultivadas por 4
dias en TYI-S-33 bajo condiciones de
alta tensién de CO,. Las células se
encuentra delimitada por la membrana
celular (mec) la cual se observa de
borde regular, en una de ellas el niicleo
(n) se observa alargado, la cromatina
(c) se encuentra distribuida en los
polos del niicleo. En algunas vacuolas
se observan invaginaciones y en otras
se observan cuerpos intravacuolares
(civ). 5000X

En la micrografia de la figura 24 se observa una célula de E. histolytica cultivada
en el medio TYI-S-33 por 7 dias en presencia de alta tension de CO,, en A se
observa una estructura esférica semejante a un quiste la cual presenta un nucleo (n)
con la cromatina (c) adherida a la periferia de la cara interna de la membrana nuclear,
en B se observa una magnificacion de la pared celular y en C se observa una seccion
de la estructura quistica en la cual destaca la presencia de gran cantidad de vacuolas
(v), algunas de ellas presentan inclusiones intravacuolares (iiv) estas inclusiones
presentan material granular semejante al que se encuentra presente en el citoplasma,
este material granular también se observa adherido a la membrana de las vesiculas y
también se encuentran presentes en las vesiculas intravacuolares (vi), la pared celular
es delgada y de bordes regulares.
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Figura 24. Micrografias electronicas de una célula de E. histolytica. Célula
cultivada en el medio TY1-S-33 a 37°C por 7 dias en presencia de alta tension
de CO,, En A se observa una estructura redondeada semejante a un quiste,
presenta un nucleo (n) con la cromatina (c) adherida a la periferia de la cara
interna de la membrana nuclear (aumento original 6,200X), en B se observa
una magnificacion de la pared celular y en C se observa una seccién de la
estructura quistica en la cual destaca la presencia de gran cantidad de vacuolas
(v), algunas de ellas presentan inclusiones intravacuolares(iiv), el material
granular también esta presente en el citoplasma, la pared celular se observa de
bordes regulares. 12,400X

2 um

7.7.2 Analisis topografico de las estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica mediante Microscopia Electrénica de Barrido

Se llevo a cabo la preparacion de muestras de trofozoitos, quistes obtenidos de
pacientes y de estructuras semejantes a quistes de E. histolytica obtenidas mediante
el método TGC7 y se observaron al microscopio electronico de barrido marca DSM
950. En la figura 25 se muestran diversos aspectos de los trofozoitos de
E. histolytica, en A se observa el aspecto panoramico de un cultivo normal. En B se
observa un trofozoito de E. histolytica de aspecto pleomoérfico el cual mide
aproximadamente 30um de largo, la topografia muestra la superficie celular con
multiples pliegues y un pequeiio seudépodo (s). En la imagen C se observa a mayor
aumento la superficie de la membrana celular (mc) de un trofozoito.
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Figura 25. Aspecto de trofozoitos de E. histolytica observados al MEB. A)imagen
panoramica de un grupo de trofozoitos (500X), B)aspecto tipico de un trofozoito en el
cual se observan pequefios seudépodos (s) y membrana celular (mc) (2,500X) y
C)detalles de la membrana celular (mc) de un trofozoito que presenta pequefios
seudopodos (s), (5,000X).

= TR = T
Z,.SB@a W 1S

Por otra parte se llevé a cabo la preparacion de estructuras semejantes a quistes
de E. histolytica obtenidos in vitro y se observaron al microscopio electronico de
barrido DSM 950; en la figura 26 se observa un agregado de estas estructuras con un
aspecto esférico, algunas unidas entre si. En la figura 27 se observa la union celular
entre dos estructuras semejantes a quistes las cuales estdn fusionadas por la
prolongacion de sus paredes celulares. En la figura 28 se observa una hendidura
superficial en una estructura quistica, la cual pudiese corresponder al sitio de salida
del trofozoito durante el desenquistamiento, en el recuadro se muestran las
dimensiones de una estructura quistica de E. histolytica, dicha estructura mide
10.6pm. En la figura 29 se observa la topografia de la superficie de una estructura
semejante a un quiste, la cual se aprecia rugosa y formada por una red o malla de
fibrillas. Todas las anteriores caracteristicas son similares a las reportadas para
quistes obtenidos a partir de heces formadas de pacientes diagnosticados con
amibiasis (Fig.31). Estas caracteristicas topograficas también se presentan en la
pared de quistes de Entamoeba invadens (Fig. 30).
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Figura 26. Agregado de estructuras semejantes a  Figura 27. Estructuras semejantes a quistes de
quistes de E. histolytica. Las ESQ muestran una  E. histolytica. ESQ unidas a través de una pared que
topografia ligeramente rugosa. se prolonga de una estructura quistica a otra (flecha).

2um X3.000

Figura 28. Estructura semejante a quiste de
E. histolytica. En la superficie de la ESQ se
aprecia una hendidura (flecha). En el recuadro se
muestra las dimensiones de una estructura
quistica.

10.8U UITRO

Figura 30. Quistes de Entamoeba invadens. 1.a
pared celular (pc) se observa formada por fibrillas
(cabeza de flecha), también se observa una
hendidura (flecha). (Imagen tomada de Morales,
1989)

Figura 29. Topografia de la pared celular (pc)
de una estructura semejante a quiste de
E. histolytica. La pared celular se aprecia de
bordes rugosos e irregulares formados por una red
de fibrillas (cabeza de flecha) .

Figura 31. Topografia de un agregado de quistes
de E histolytica. La pared celular (pc) se observa
de bordes rugosos e irregulares formados por una red
de fibrillas (cabeza de flecha). (Imagen tomada de
Martinez, 1987)
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7.7.2.1 Analisis semicuantitativo

La composicién porcentual de las estructuras quisticas de acuerdo al anilisis
semicuantitativo proporcionado por el MEB, indica que predominan el carbono
(69.4%) y el oxigeno (26.26%), el resto son sales, en este andlisis no se aprecia el
nitrégeno posiblemente por ser un elemento que se encuentra en muy baja
proporcion como constituyente de l1a quitina (Fig. 4 y Fig. 32).

X .
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Figura 32. Analisis semicuantitativo de la pared celular de una
ESQ. A través del MEB se realizé el analisis semicuantitativo de Ja
pared celular de una estructura semejante a quiste de E. histolytica
resistente al detergente triton X-100.

7.7.3 Analisis topografico de las estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica a través de Microscopia de Fuerza Atémica (MFA)

Una fraccion de la pastilla que se procesé para MEB, fue procesada para realizar
observaciones empleando microscopia de fuerza atdmica de contacto intermitente o
tapping y de No-contacto



7.7.3.1 MFA de contacto intermitente o tapping

En la figura 33 se observa la imagen proporcionada por MFA de Contacto
Intermitente o tapping, el andlisis bidimensional indica que la estructura quistica
presenta un didmetro de 20 um por 5 pm de alto cabe recalcar que la altura real de
acuerdo a los datos seria de 10 um, lo que nos proporciona una imagen ovoide, sin
embargo esta altura posiblemente se aprecia disminuida debido a que la muestra se
encuentra algo embebida en el material de preparacion para su observacion, en esta
imagen se aprecia una tonalidad que va desde el amarillo muy claro (representa la
zona mas alta de la muestra) hasta la tonalidad negra u obscura lo cual es indicativo
de la zona mas profunda que detecta la aguja lector, esta estructura quistica de E.
histolytica presenta una pared rugosa con una serie de relieves en la superficie, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos por MEB.
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Figura 33. Analisis bidimensional de wuna
estructura semejante a quiste de E. histolytica. El
analisis bidimensional de una ESQ obtenida in vifro
fue observada a través de MFA de Contacto
intermitente o tapping, la topografia muestra una pared
rugosa con una serie de relieves a diferente
profundidad.

En la figura 34 se observa la imagen proporcionada por el MFA de contacto
intermitente o tapping, de una regién de la pared celular de una estructura semejante
a quiste de E. histolytica obtenida in vitro, en esta imagen se observa que la
superficie de la pared celular no es lisa, mas bien se observan miltiples rugosidades
o desniveles de la pared celular (dato indicado por la tonalidad de la superficie:
amarillo indica la region mas alta y la region obscura indica la region mas profunda),
esta imagen esta dada por una profundidad de lectura de hasta 1400 nm.
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Figura 34. Anilisis topogrifico de una estructura semejante a quiste de
E. histolytica. Una seccion de la superficie de una estructura quistica de
E. histolytica fue observada al MFA de Contacto intermitente o tapping, el
analisis topografico muestra la pared celular rugosa.

7.7.3.2 MFA de No-contacto

En la figura 35 se observa la imagen proporcionada por MFA de No contacto,
de una region de la pared celular de una estructura semejante a quiste de E.
histolytica, en la cual se observa que la pared esta formada por una red de fibrillas en
las cuales se observan cuatro crestas y tres valles y en conjunto forman redes mas
grandes, que en conjunto miden aproximadamente 0.1 pm y cuya altura alcanza un
maxima de 800A y aproximadamente el 50% de estas estructuras alcanzan una altura
maxima de 500 A. La imagen al microscopio de fuerza atomica es la primera que se
reporta para una estructura quistica de Enfamoeba histolytica obtenida in vitro bajo
condiciones axénicas.
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Figura 35. Andlisis topogrifico de una estructura semejante a quiste de
E. histolytica a través de microscopia de fuerza atémica de No-contacto.
Determinacion de altura de “micropliegues” en la superficie de la pared celular
de una estructura quistica de E. histolytica obtenida in vitro observada a través
de microscopia de fuerza atomica de No-contacto, en la cual se observa que la
pared esta formada por una red de fibrillas o crestas. 66



7.8 ANALISIS ELECTROFORETICO COMPARATIVO SDS-PAGE DE LOS
COMPONENTES PROTEICOS DE TROFOZOITOS Y ESTRUCTURAS
SEMEJANTES A QUISTES DE Entamocba histolytica

El andlisis electroforético en geles de poliacrilamida de las proteinas se basa en la
separacion de éstas de acuerdo a su peso molecular, en la figura 36 observa que las
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica presentan mayor nimero de bandas
en relacion con el patrén de corrimiento de la muestra de trofozoitos de
E. histolytica, también se observa la presencia muy marcada de proteinas de peso
molecular de aproximadamente 50, 66, 116 y 120 kDa, las cuales no se observan en
trofozoitos; si bien los trofozoitos presentan bandas de peso molecular muy marcadas
principalmente la banda de 35 y la banda de 95 kDa se observa menos intensa, en
ambas muestras se observa una serie de bandas de peso molecular semejante entre
43y 66 kDa, siendo mas intensas en las estructuras semejantes a quistes. Para este
experimento los trofozoitos fueron cultivados bajo condiciones normales y las
estructuras semejantes a quistes fueron obtenidas empleando el método TGC7, cabe
recalcar que estos resuitados se obtuvieron de un experimento en el cual partimos del
mismo numero de células.

200 kDa
116 kDa

97 kDa
66 kDa

43 kDa

31kDa

21kDa

Figura 36. Patrén electroforético de proteinas totales de E. histolytica.
Al) trofozoitos de E. histolytica cosechados a 72 h de incubacién a 37°C, Bl)
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica M) marcador de proteinas
observados en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

En el patron electroforético de proteinas de trofozoitos de E. histolytica evidencia
dos bandas muy marcadas de aproximadamente 90kDa y de 35 kDa, en el patrén
electroforético de las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica se tres bandas
muy marcadas de aproximadamente 50 kDa, 60 kDa y 120 kDa. A la fecha no
existen referencias acerca del patron electroforético de quistes de
Entamoeba histolytica.
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7.9 CUANTIFICACION DEL RNA TOTAL EN TROFOZOITOS Y
ESTRUCTURAS SEMEJANTES A QUISTES DE E. histolytica

En micrografias electronicas de transmision obtenidas de estructuras semejantes a
quistes de Entamoeba histolytica, se encontraron muy escasas hélices de
ribonucleoproteinas o de cuerpos cromatoides los cuales estin formados por
agregados de hélices de ribonucleoproteinas, debido a que algunos autores
mencionan que dichas hélices o cuerpos cromatoides se encuentran solo en quistes
inmaduros y no asi en quistes maduros, procedimos a cuantificar el RNA total en
trofozoitos y en las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica. Para realizar la
extraccion total del RNA se emple6 la Técnica de Trizol® segin Laemli, 1970.

En la figura 37 se observa la relacion de RNA total obtenido de trofozoitos y de
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica, en la cual se observa que los
trofozoitos presentan 6.90 veces mayor cantidad de RNA total que en las formas
semejantes a quistes, cabe sefialar que se partié del mismo niumero de células para
este ensayo (5x1 0° cél/mL).
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Figura 37. Cuantificacion de RNA total en trofozoitos
y estructuras semejantes a quistes de E. histolytica.
La relacion de RNA total en trofozoitos es 6.9 veces
mayor que en las estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica.

Una vez que se aislo el RNA total por la técnica de Trizol® tanto de los
trofozoitos como de las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica, se analizé
en un gel de agarosa al 0.8%, (Fig. 38) a 100V durante 1 h y tefiido con bromuro de
etidio. En el gel se observé que s6lo en los carriles en los cuales se corrié RNA total
obtenido de trofozoitos se aprecian las bandas tipicas; sin embargo en los carriles en
donde se colocé RNA total obtenido de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica no se observaron bandas.
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Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de RNA total.
En el carril 1 se corrié muestra de RNA total de trofozoitos y en €l
carril 2 se corrié muestra de RNA total obtenida de estructuras
semejantes a quistes, el RNA total fue extraido por el Método de
Trizol®. En el carril 1 se observa claramente 3 bandas bien
definidas, pero en el carril 2 correspondiente a ESQ no se observa
ninguna banda.

7.10 DETERMINAR LA Cls DE LA CAFEINA, EXTRACTO METANOLICO
DE Castela texana, TEOFILINA, NaF Y METRONIDAZOL EN
CULTIVOS DE Entamocba histolytica

Una vez obtenidos los parametros de crecimiento, se realizaron ensayos para
evaluar el efecto de diferentes agentes sobre el crecimiento axénico in vitro de
trofozoitos Entamoeba histolytica al tercer dia de crecimiento, que es cuando las
células se encuentran en el maximo rendimiento celular (Fig. 10). Los resultados
obtenidos se evaluaron empleando las Tablas B Probit (ver Anexo-A y Anexo-B).
La determinacién de la Clsp de diversos agentes sobre cultivos in vitro de E.
histolytica se obtuvo a través de analisis Probit y empleando la ecuacion Y=mx + b,
los resultados se muestran en las figuras 39 a 43 y en la Tabla XI

A continuacién se muestran los valores obtenidos al procesar y analizar los
resultados obtenidos con cada agente quimico empleando ¢l método Probit, usando el
paquete estadistico de SPSS-10, en los graficos cada punto corresponde a tres
determinaciones independientes por triplicado.
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Figura 39. Diagrama de dispersion de las variables Yi probit y log Xi del
bioensayo de teofilina sobre cultivos de E. histolytica. A partir de las
concentraciones evaluadas se obtuvo una R* 0.97, valor de alta confiabilidad
y de acuerdo a la ecuacién obtenida se calculé el valor probit .
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Figura 40. Diagrama de dispersion de las variables Yi probit y log Xi del
bioensayo de fluoruro de sodio (NaF) sobre cultivos de E. histolptica.
A partir de las concentraciones evaluadas se obtuvo una R?> 0.99, valor de
alta confiabilidad y de acuerdo a la ecuacion obtenida se calculd el valor
probit empleando las tablas B.
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Figura 41. Diagrama de dispersion de las variables Yi probit y log Xi
del biocensayo de la cafeina sobre cultivos de E. histolytica. En este
ensayo se obtuvo una R* -0.96, valor de alta confiabilidad y de acuerdo a
la ecuacion obtenida se calculé el valor probit empleando las tablas B.

Yi (Probit)

y=151x+6.27
R? = 0.9992

log Xi

Figura 42. Diagrama de dispersion de las variables Yi probit y log
Xi del bioensayo del metronidazol sobre cultives de E. histolytica.
En este grafico se observa que a partir de las concentraciones evaluadas
se obtuvo una R? 0.99, valor de alta confiabilidad y de acuerdo a la
ecuacion obtenida se calculé el valor probit empleando las tablas B.
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Figura 43. Diagrama de dispersion de las variables Yi probit y log Xi
del bioensayo del extracto metandlico de Castela texana sobre cultivos
de E. histolytica. De acuerdo a las concentraciones evaluadas del extracto
metanélico de C. rexana, se obtuvo una R?=0.82, valor confiable y de
acuerdo a la ecuacidn obtenida se calculd el valor probit empleando las

tablas B.

Se encontré que la Clsy de los agentes quimicos evaluados sobre E. histolytica, el
metronidazol presento el valor mas bajo, seguido del extracto metanolico de Castela
texana, NaF, teofilina y el valor mas alto lo presentd la cafeina, como se muestra en
la Tabla XI.

Tabla XI
Clso de diversos agentes sobre cultivos in vitro de E. histolytica
Agente Clgso (mg/mL)
Teofilina 2.222
NaF 0.8972
Cafeina 5.34
Extracto Metanolico de Castela texana 0.2185
Metronidazol 0.1442ug/mL




7.11 EFECTO DEL CALCOFLUOR M2r, METRONIDAZOL, CAFEINA,
TEOFILINA, NaF Y EXTRACTO METANOLICO DE Castela texana

SOBRE LA INDUCCION DE ESTRUCTURAS SEMEJANTES A
QUISTES DE Entamoeba histolytica

Se evalud el efecto de la concentracion Clsg del metronidazol, NaF, cafeina,
teofilina, del extracto metanélico de Castela texana y del calcoflior M2r (como
testigo negativo), sobre el rendimiento de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro, en los resultados obtenidos de los
ensayos realizados con NaF, cafeina y teofilina (fig. 44) no muestran diferencia
significativa con respecto al control y en los ensayos realizados con metronidazol y
el extracto metanolico de Castela texana si muestran diferencia significativa con
respecto al control; sin embargo no se observé diferencia significativa entre todos los
agentes quimicos evaluados (ver Anexo-C).
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Figura 44. Evaluacion de la accion de agentes quimicos sobre la induccion de
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica. Rendimiento de estructuras
semejantes a quistes (ESQ) de E. histolytica por accion del calcoflior M2r (testigo

negativo), metronidazol, NaF, cafeina, teofilina y extracto metandlico de Castela
texana.

En este trabajo el calcoflior M2r fue empleado como testigo negativo, dada su
afinidad por polimeros de N-acetilglucosamina o quitina, lo cual puede explicar el
bajo rendimiento de estructuras semejantes a quistes (39%) al impedir posiblemente
la polimerizacién de la quitina. En tanto que el metronidazol actua a nivel de DNA y
esto pudiese repercutir directamente en el metabolismo integro de E. histolytica, lo
cual puede explicar el minimo rendimiento de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica obtenido.
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8. DISCUSIONES

Hasta ahora no existen una metodologia o medio que permita obtener quistes bajo
condiciones axénicas de Entamoeba histolytica in vitro, debido al desconocimiento
casi en su totalidad de las condiciones que imperan en el humano a nivel del intestino
delgado, las cuales resultan inherentes al proceso de desenquistamiento, asi como a
nivel de intestino grueso, sitio en el cual se induce el enquistamiento de Entamoeba
histolytica;, por lo cual investigaciones referentes a este proceso permanecen aridas,
dada la imposibilidad hasta ahora de desarrollar el ciclo de vida axénico in vitro de
Entamoeba histolytica.

En este trabajo el objetivo principal fue desarrollar una metodologia o medio que
nos permitiera desarrollar el ciclo de vida axénico in vitro de E. histolytica, para lo
cual disefiamos una serie de bioensayos o estrategias experimentales; los cuales se
describen en la Tabla VI, durante el desarrollo de estos bioensayos se empled el
medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978); El proceso de enquistamiento (paso de la
etapa de trofozoito a quiste) resulto dificil de obtener, ya que después de realizar una
serie de bioensayos, solamente se logrd obtener esta etapa empleando el medio TYI-
§-33 con glucosa en presencia de alta tension con CO; e incubadas a 37°C por 7 dias
(Tabla VI, bioensayo 16) y de acuerdo a los resultados obtenidos la presencia de CO»
es un factor necesario en nuestra metodologia aqui reportada para que la induccion
de estructuras quisticas de Entamoeba histolytica HM1-IMSS pueda llevarse a cabo,
estos resultados difieren de lo reportado por Chavez et a/., 2003; quien menciona que
las cepas de E. Aistolytica que han permanecido por largo tiempo en cultivos in vitro
pierden su capacidad de enquistarse.

Las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica que se obtuvieron
presentaron las siguientes caracteristicas, al microscopio de luz observamos
estructuras redondeadas y refringentes, las cuales también presentan la caracteristica
de ser multinucleadas esto quedd evidenciado al teflir estas estructuras con yodo-
lugol, de igual manera se observé multinucleacion al teiiirlas con la tincion especial
tricromica de Gomori y al realizar la tincion en los cortes semifinos preparados para
microscopia electronica de transmision también se observé multinucleacion, todas
estas caracteristicas son tipicas de quistes maduros de E. histolytica. En las
estructuras semejantes a quistes que se obtuvieron en los ensayos realizados se
observaron estructuras tetranucleadas, binucleadas y una proporciéon muy baja se
observo mononucleada, no obstante presentaron resistencia a los detergentes sarcosyl
y triton X-100 a [0.15%], e incluso algunas estructuras semejantes a quistes
inducidas con el método TGC7 permanecieron en el medio por cuatro anos, al
término de este lapso siguieron presentando fluorescencia en presencia de calcofluor
M2r (datos no mostrados). Para obtener los optimos resultados en la induccion del
enquistamiento, fue necesario emplear trofozoitos en Optimas condiciones {cerca de
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la mitad de la fase log). El proceso de enquistamiento ha sido muy poco estudiado
debido a la dificultad para inducirlo ya que desde finales del siglo XIX una serie de
estudiosos de la amibiasis han intentado reproducir en forma masiva el ciclo de vida
de E. histolytica bajo condiciones axénicas, sin embargo hasta ahora no se ha
reportado algiin medio o método en el cual hayan logrado completar el ciclo de vida
axénico in vitro de E. histolytica.

Los antecedentes que se tienen acerca de las caracteristica tipicas de los quistes de
E. histolytica son de muestras que se han obtenido de heces diarreicas ya que la
mayoria de los autores refieren que estas muestras proceden de pacientes con
disenteria amibiana y en el curso de esta sintomatologia las heces son diarreicas lo
cual hace sospechar que aislan sdlo prequistes que no llegan a madurar a nivel de la
luz del colon descendente de los pacientes debido a que son arrojados de una forma
muy “violenta”. Este hecho puede dar origen a reportes falsos negativos, debido a
que en las heces diarreicas serd muy poco probable la presencia de quistes maduros
tetranucleados e impactar directamente en los reportes epidemiologicos. Sin
embargo existen pacientes infectados en los cuales no existe sintomatologia alguna
de la presencia de E. histolytica mas que el analisis seriado de muestras fecales
formadas y pastosas, que es en donde se llegan a encontrar quistes maduros
tetranucleados, sin embargo considero que hace falta un estudio minucioso y
detallado acerca de la morfologia y fisiologia de los quistes y del enquistamiento,
para dar un seguimiento a detalle de cuales son aquellos quistes que se consideran o
son realmente maduros e infectivos, cuanto tiempo resiste en el ambiente y del
proceso de desenquistamiento, ya que los estudios que existen datan del siglo
antepasado y mediados del siglo XX.

El andlisis de las estructuras semejantes a quistes por microscopia electronica de
transmision (MET) mostraron nucleos en diferentes etapas durante el proceso de
diferenciacion el cual ocurrié en presencia de alta tension de CO,, en estos cortes se
observaron distintas posibles fases de la mitosis, como se ha observado en
Entamoeba invadens (Morales et al., 1989); la pared celular se observa delgada y las
estructuras semejantes a quistes se observan regularmente esféricas, sin embargo esta
no es meramente una caracteristica tipica de un quiste obtenido de muestras de
pacientes (Proctor y Gregory, 1973), en las muestras que ellos reportan se observan
quistes con morfologia no siempre esférica, como se observa en la figura 43.

Figura 45. Morfologia diversa de quistes d
E. histoytica. Imagenes reportada por Proctor y
Gregory, que muestra que los quistes de E. histolytica
obtenidos in vivo no siempre son esféricos, tal como se
les describe en la literatura
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En cortes al MET de quistes obtenidos a partir de muestras de pacientes (Chavez
et al., 1978) se observa que la pared celular es mas gruesa que la pared que presentan
las estructuras semejantes a quistes encontradas en este trabajo; sin embargo la
distribucion vesicular es muy semejante como se observa en la figura 46.

Figura 46. Quiste y pared celular de
E. histolytica. 1magen reportada por
Chavez, 1978.

Por otra parte las estructuras semejantes a quistes obtenidas in vitro con la
metodologia reportada en este trabajo no mostraron cuerpos cromatoides sélo escasas
hélices de ribonucleoproteinas en trofozoitos prequisticos de E. histolytica al dia 3 de
encontrarse en incubacion a 37°C bajo aita tension de CO, en el medio TYI-S-33
(Figs. 21 y 22), sin embargo en un experimento preliminar realizado en este
laboratorio por el Dr. Mario R. Morales V. en cultivos de E. histolytica empleando el
medio PEHPS y cultivados bajo las mismas condiciones se encontré la presencia de
cuerpos cromatoides muy escasos; sin embargo la presencia de estas estructuras en
quistes maduros de E. histolytica es incierta ya que en tinciones de quistes de este
parasito los mismos autores tienen discrepancia en la presencia de estos cuerpos
cromatoides en quistes maduros, tal como lo sefialan los siguientes autores:

“Los quistes jovenes poseen 1 ¢ 2 nicleos, algunos cuerpos cromatinicos y vacuolas
de glucégeno. Cuando el quiste madura, posee cuatro nucleos y desaparecen los
cuerpos cromatinicos. Solo los quiste maduros son infecciosos™ (Pumarola ef al.,
1987).

“Los quistes son esféricos, miden entre 10 y 16 p m de didmetro, poseen una pared
de aproximadamente 0,5 pm y contienen habitualmente 4 nicleos cuando estan
maduros. Los quistes jévenes poseen ademas vacuolas con glucdgeno y cuerpos
cromatoides que disminuyen durante la maduracion” (Perez et al., 2002).

“Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8 a 20um de diametro,
las cuales, en muestras sin tefiir, se pueden ver como cuerpos hialinos con pared
refringente. Su citoplasma es incoloro permitiendo la visualizacién de los [lamados
cuerpos cromatoides y nucleos en nimero de uno a cuatro (Martinez, 1982).

Sin embargo, a la fecha no existen trabajos detallados para descartar o confirmar
estas afirmaciones, como podria ser el completar el ciclo de vida de E. histolytica a
partir de quistes con o sin presencia de cuerpos cromatoides, que confirmen o
descarten a que se le puede considerar como *“quiste maduro™ o “quiste infectivo™.
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Empleando inhibidores de sintesis de proteinas en trofozoitos reportan la
presencia de hélices de ribonucleoproteinas o de cuerpos cromatoides, en quistes de
Entamoeba invadens, por lo que concluyeron que la formacion de las hélices de
ribonucleoproteinas o cuerpos cromatoides inducidos por inhibidores de la sintesis de
proteinas es un proceso espontineo en el que los ribosomas “ociosos” provenientes
de polisomas se agregan espontianeamente de forma cristalina (Kusamram ez al.,
1975). Sin embargo aun en E. invadens existen discrepancias si los quistes inducidos
in vitro, los cuales como caracteristica esencial deben presentar cuerpos cromatoides
son en realidad infectivos, debido a que no hay reporte alguno que lo descarte o lo
confirme.

Existen una serie de trabajos que sustentan la idea de que los cuerpos cromatoides
o hélices de ribonucleoproteinas no son solamente un evento sin significado
biologico, sino mas bien un mecanismo estratégico de acumulacion de ribosomas
previo a, o asociado a un inminente enquistamiento, para su posterior utilizacién en
una rapida proliferacién celular en el subsiguiente proceso de desenquistamiento,
aunque este proceso pueda también ser artificialmente inducido por inhibicién de la
sintesis de proteinas. Esto ultimo es explicable por la aparente capacidad innata de
agregacion de los ribosomas no asociados a polisomas.

En trabajos previos realizados en E. invadens bajo condiciones de alta tension de
CO; y condiciones normales (Morales, 1991; Villarreal, 1990; Garibay, 1991 y
Acevedo, 1993) se ha reportado la presencia de cuerpos cromatoides en trofozoitos
en fase-log crecidos con alta tension de CO,, lo cual indica que las células se
encontraban en crecimiento activo pero esta idea se contrapone con la suposicion de
que los cuerpos cromatoides s6lo se encuentran en células de cultivo envejecido, o en
células que se preparan para entrar en diferenciacion (Barker y Deutsch, 1958).

Por otra parte los resultados del analisis de proteinas totales mediante
electroforesis muestran mayor namero de bandas en las estructuras semejantes a
quistes que en trofozoitos (Fig. 36). Estos cambios en los patrones electroforéticos,
de proteinas se presentan también en procesos de patogenicidad y diferenciacion en
los protozoarios parasitos; se ha observado que durante etapas tempranas del proceso
de enquistamiento en Tripanosoma cruzi el proceso de transcripeién de la ubiquitina
desaparece, seguido por un incremento en los niveles de ubiquitina, (Algranati et al.,
2006). Eventos similares se han observado también en E. invadens (Gonzalez et ai.,
1999), por lo que es posible que estos mecanismos de regulacion de degradacion de
proteinas jueguen también un papel importante en el proceso de diferenciacion de
Entamoeba histolytica (Algranati et al., 2006). Si bien los resultados obtenidos en
este trabajo no muestran evidencia en que tipo de proteinas aparecen o desaparecen
durante el enquistamiento, si nos habla de notables cambios en €l contenido proteico
durante este proceso, cambios que seran objetivo de trabajos futuros asi como el
andlisis comparativo entre los trofozoitos, estructuras semejantes a quistes y quistes
obtenidos de pacientes con amibiasis.

Al cuantificar los niveles de RNA total tanto en tofozoitos como en las estructuras
semejantes a quistes se observé 6.9 veces mayor cantidad en los trofozitos que en las
estructuras semejantes a quistes (Figs. 37 y 38), estos resultados pueden deberse a
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que la técnica aqui empleada para la purificacion del RNA total (Técnica de Trizol®)
no fue la adecuada para aislar RNA total a partir de las estructuras semejantes a
quistes, dado que la cubierta de quitina posiblemente es resistente a los 4cidos y no
fue suficiente el tiempo de accion del Trizol® para romper la cubierta de quitina de
las estructuras semejantes a quistes. Por lo cual seria recomendable realizar una serie
de ensayos para evaluar cual es la mejor técnica para extraer el RNA total de las
estructuras semejantes a quistes de Entamoeba histolytica HM1-1MSS.

Las observaciones llevadas a cabo de las estructuras semejantes a quistes a través
del microscopio electrénico de barrido o SEM (Scannin Electron Microscopy) y al
microscopio de fuerza atémica, revelan que la topografia es rugosa, formada por una
serie de fibrillas que bordean la superficie de ésta estructura quistica, el nico
antecedente grafico con que se cuenta es la imagen reportada por Martinez, 1987;
(Fig. 47) en la cual muestra un agregado de “quistes de E. histolytica” vistos al MEB
y refiere que fueron aislados a partir de heces fecales de un paciente con amibiasis,
sin embargo en mi experiencia personal durante el desarrollo de este trabajo asi como
experiencia laboral en el area clinica, en las muestras de pacientes sintomaticos o
asintomaticos para amibiasis, los quistes siempre se encuentran aislados y nunca en
agregados, esta observacion ha sido compartida por 7 colegas que trabajan
constantemente con muestras de pacientes, por lo que estas observaciones in vivo
distan de ser iguales a las reportadas por Martinez, 1987; sin embargo in vitro se ha
observado la formacion de estructuras esféricas en agregados al emplear diversos
métodos e incluso de forma espontanea al emplear el medio PEHPS o TYI-S-33 para
inducir el enquistamiento de £. histolytica, esta caracteristica de agregarse también
se ha observado durante el enquistamiento i virro en E. invadens (Fig. 48), pero no
se ha descrito que a partir de muestras in vivo presenten esta caracteristica de
agregarse.

Figura 47. Quistes de E. Histolytica. Figura 48. Quistes de E. invadens.

Quistes obtenidos de pacientes con Quistes obtenidos in vitro vy
amibiasis, imagen reportada por reportados por Morales, 1989.
Martinez, 1987.
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Al microscopio de fuerza atomica, el andlisis topografico de las estructuras
semejantes a quistes obtenidos en este trabajo, evidencia que la pared estd formada
por una cubierta tipo malla o red de quitina y de acuerdo con el andlisis topografico,
la altura promedio de la malla es de 800A, la imagen al microscopio de fuerza
atomica es la primera que se reporta para una estructura quistica de Entamoeba
histolytica obtenida in vitro bajo condiciones axénicas.

Al tratar de inducir el enquistamiento /n vitro una serie de investigadores han
suplementado los medio de cultivo con suero de diverso origen, sin embargo resulta
paradéjico estar suplementando a estos trofozoitos con factores de crecimiento que
cominmente se encuentran en el suero, cuando lo que se busca es inhibir su
crecimiento para que permita entrar en fase de enguistamiento, ya que evaluando las
condiciones in vivo a las que se someten los trofozoitos de E. histolytica predomina
un ambiente denso con condiciones de anaerdbiosis, en donde son escasos los
nutrientes como la glucosa, hierro, lipidos o proteinas y cabria el preguntarse
¢Porqué para inducir el enquistamiento in vifro suplementamos los medios con
suero?, también podriamos replantearnos el papel de las bacterias acido lacticas en
gste proceso ya que son parte de la flora normal en individuos sanos. En uno de los
disenos experimentales (Tabla VI, bioensayo 18) eliminamos nutrientes del medio
TYI-S-33 y solo dejamos las sales pero obtuvimos resultados pobres; por lo cual
cabria la posibilidad de replantearse si los medios empleados hasta ahora son los
ideales para inducir el enquistamiento de E. histolytica. Al parecer el factor
condicionante para inducir el enquistamiento es el CQO,, la escasez de nutrientes y la
reduccion del medio TYI-S-33 cuyo pH al final fue de 6.1, aunado a la incubacién
por un lapso de 7 dias en el medio TYI-S-33. Asimismo, cabria la posibilidad de
realizar més estudios sustituyendo el suero por el PACSR (Mata er al., 1996) para
inducir el enquistamiento axénico in vitro de E. histolytica ya que en Entamoeba
invadens se ha tenido éxito al sustituir el suero por el PACSR en el proceso de
enquistamiento (Barron ef al., 2005).

El proceso de desenquistamiento resulté muy complejo en comparacién con el
enquistamiento, una vez que se obtuvieron estructuras quisticas resistentes a
detergentes de la mayoria de los bioensayos, fueron colocados en medio para
desenquistamiento, bajo la unica condicion en la cual se cumplié el ciclo de vida
completo fue lavarlos con tritén X-100 a 0.0001% por 30 min, enjuagarlos muy bien
con TYI-S-33 y reincubarlos en TYI-S-33 por 12 dias, este fue uno de los
bioensayos mas sencillos que realizamos y en el cual se cumplié el ciclo de vida bajo
condiciones axénicas de E. Aistolytica in vitro. Durante esta fase se observo una
cantidad muy escasa de estructuras semejantes a quistes que cumplen el ciclo de
vida, llegando a formar una nueva poblacion en un lapso de 23 dias
aproximadamente. Un comportamiento similar se ha observado en proceso de
desenquistamiento de ofros protozoarios parasitos en experimentos i vifro como
E. invadens y Giardia lamblia (Boucher y Guillin, 1990). Estos resultados fueron
corroborados con repeticion del bioensayo, de donde se desprende que el factor
condicionante para el ciclo de vida de E. histolytica es partir de trofozoitos en
excelentes condiciones de cultivo, ayuno de glucosa y alta tension de CO,. Al
término de este trabajo, por primera vez se da evidencia del desarrollo del ciclo de
vida axénico in vitro de Entamoeba histolytica.
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La inhibicién de la induccién de estructuras semejantes a quistes por factores
como teofilina, cafeina y fluoruro de sodio indican la pesibilidad de la participacion
del AMP-ciclico en €l proceso de diferenciacién de E. histolytica, posibilidad no
remota, ya que es conocida la accién de nucledsidos fosforilados ¢n la diferenciacion
de organismos que presentan una fase amiboidea en su ciclo de vida como ocurre en
Dyctiostelium discoideum (Gerish, 1987).

Recientemente, se ha reportado que a partir de Castela texana se aislo la
chaparrina la cual ha mostrado actividad inhibitoria sobre el proceso de
diferenciacion de Entamoeba invadens bajo condiciones axénicas in vitro (Calzado ef
al., 2007) sin embargo, no es conocido a que nivel tiene su accion inhibitoria.

El hecho de que las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica que lograron
el desenquistamiento fueron Unicamente aquellas que se sometiecron a
concentraciones bajas de triton x-100 (0.0001%). Aunque esta concentracién es
suficiente para matar trofozoitos apoya la presencia de una pared protectora de la
membrana celular, pero también sugiere que ¢sta pared debe ser delgada, con menor
grosor que la del quiste formado in vive, lo que concuerda también con lo observado
en la fotografia al MET (Fig.24) en los cuales la pared celular se observa mucho
menos gruesa que en los quistes formados in vivo como se observa en la figura 46.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los trofozoitos pueden ser
inducidos axenicamente in vitro a diferenciarse a estructuras con las caracteristicas
de un quiste de Entamoeba histolytica y que colocadas en un medio de crecimiento
estas estructuras pueden desenquistarse o diferenciarse y formar nuevamente
trofozoitos tipicos con capacidad de volver a formar nuevamente estructuras
quisticas, es decir el ciclo de vida de £. histolytica se logré reproducir axenicamente
in vitro, lo cual fue el objetivo principal de esta tesis. De esta manera la metodologia
presentada en este trabajo puede ser una base importante para el estudio de la
biclogia del enquistamiento de E. histolytica y abrir un nuevo frente hacia el control
de la amibiasis al romper el ciclo de vida de este parasito precisamente sobre su fase
infectiva: el quiste.
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9. CONCLUSIONES

1.- Empleando el medio TYI-S-33 y el Método TGC7 se logré reproducir el ciclo

2.-

3.-

4-

de vida axénico de Entamoeba histolytica HMI1-IMSS in vitro .

Para la induccion de estructuras semejantes a quistes de £ histolytica que
logren reproducir el ciclo de vida bajo condiciones axénicas in vitro es
indispensable:

a) emplear trofozoitos en excelentes condiciones de cultivo.

b) reducir el potencial REDOX del medio TYI-S-33 empleando CO,.

¢) disminucidn de nutrientes en el medio TYI-S-33.

Las estructuras semejantes a quistes obtenidas bajo condiciones axénicas in

vitro presentan las siguientes caracteristicas:

a) Son estructuras esféricas, la mayoria se encuentran distribuidas
individualmente y en baja proporcioén se encuentran en agregados y sus
dimensiones fluctian de 10 a 40pm.

b) Presentan una pared celular delgada.

¢) Presentan resistencia al triton X-100 hasta 0.15% por 30 min.

d) Al microscopio de luz UV fluorescen intensamente en presencia de
calcofluor M2r.

€) Son estructuras muitinucleadas.

f) Carecen de cuerpos cromatoides, solo presentan escasas hélices de
ribonucleoproteinas

El desenquistamiento de E. histolytica en el medio TYI-S-33, bajo
condiciones axénicas in vitro es asincrénico.

5.- El extracto metandlico de Castela texana aun no siendo un compuesto puro

inhibe significativamente la induccion de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro.

Las sustancias puras NaF, cafeina, teofilina inhiben la induccién de
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica bajo condiciones axénicas /n
vitro, sin embargo no presentan diferencia significativa entre si y con
respecto al control.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, empleando el método TGC7 aqui
descrito, permitira en un futuro poder realizar trabajos enfocados al estudio y
elucidacion de los mecanismos celulares y moleculares involucrados durante cada etapa
del ciclo de vida axénico in vitro de £ntamoeba histolytica, también es de importancia
el descifrar los factores clave implicados en el proceso de enquistamiento y
desenquistamiento, asi como realizar estudios de aspecto inmunologico que permitan
establecer el mecanismo de accion de  E. histolytica en pacientes con amibiasis franca y
el comportamienio de E. Aistolytica en portadores asintomaticos, todos estos estudios en
su conjunto encaminados a inhibir el ciclo de vida de E. histolytica. Aunque existe una
considerable cantidad de estudios en los cuales evalian el efecto de una gran cantidad de
agentes quimicos sobre el crecimiento de E. histolytica, seria conveniente realizar la
busqueda de nuevos farmacos que presenten menos efectos secundarios indeseables que
¢l metronidazol y una buena opcion de acuerdo a los resultados obtenidos seria la
obtencion de sustancias puras derivadas Castela texana, asi como analizar ¢l modo de
accion de los agentes quimicos aqui evaluados (NaF, cafeina y teofilina) y en un futuro
emplear el conocimiento adquirido hacia el control de la amibiasis tanto a nivel del

hospedero como del ambiente,
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Anexo-B

ECUACIONES

Durante el desarrollo de este trabajo determinamos la Clso de los siguientes
agentes quimicos: cafeina, teofilina, NaF, extracto metandlico de Castela texana y
metronidazol. En esta seccion se muestra ¢l procedimiento para determinar la Clso
del extracto metandlico de Castela rexana sobre un cultivo axénico in vitro de

Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Los pasos son los siguientes:

1.- Preparar la solucién madre a una concentracion de 0.01g/mL.

2.- Evaluar sobre ¢l cultivo axénico in vitre de E. histolytica, cultivado a 37°C/ 72 h

las concentraciones de 0.5mg/mL. 0.35 mg/mL y 15 mg/mL.

Nota. Preparar en total 3 ensayos por triplicado para cada concentracion y para

el control.

3.- Determinar el numero de cel/mL de cada tubo y obtener el promedio.

4.- Vaciar los datos a la siguiente tabla.

Doss a evaluar Logdela Células vivas Células Células PROBIT
mg/mL Dosis (contrat) muertas Muertas / vivas
Confrol 68,958 0
0.50 0301 1250 67292 | 09758 6 96039
0.35 -4559 30,000 38958 05649 5 16079
0.15 08239 48125 20833 03021 448174

5.- Graficar Log. de la Dosis a evaluar / valor PROBIT, en ¢l siguiente orden.

Dosis  valor Probit

ki = Sel Tipo grafi
97 " eleccionar 11po ar ICO.

ﬁ ;22: Z is XY (Dispersion)

Seleccionar:
Finalizar grafico

!

Una vez graficado, calocar el cursor en uno de los puntos y oprimir el lado derecho del raton.

08

\
L}

s

0 4

Se desplegaran una sene de datos, de estos seleccionar en el siguiente orden

a) Agregar linea de tendencia

b) Lineal

c) Opciones: Presentar ecuacion en el grafico y Presentar valor de R? en el grafico

d) Aceptar
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6 -Se obtendra la siguiente grafica con los valores de Y v la R

8
® 7
6
¢ 5
vy =4 2689x + 7 82 4
R =082 3
2
1
0
1 08 06 04 02 0

7 - Despejar de la ecuacion y—1 4449X + 6 098 ¢l valor de X, en el entendido
de que y S, y sustituirlo en la ecuacion

8- 5-42689X+782
9 - Despejar X

10- X 5 782 42689
11.- (-0 6605)

12 - Antilog (-0 6605)

13- 0218

Por lo tanto se requieren 0 218 mg/mL del extracto metanolico de Castela
texana para matar al 50°¢ de la poblacion de Lmtamoeba histolvtica cultivada
bajo condiciones axenicas cn el medio T'Y1-S-33

9%



Anexo-C

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook |

Normality Test: Failed (P < 0 050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source; Data 1 in Notebook 1

Group N Missing  Median 25% 75%
Control 3 0 96 000 95 250 97 500
Calcofluor M2r 3 0 37 000 28 750 49 600
Metronidazol 3 0 35 000 32 000 38 600
NaF 3 0 58 000 45 925 70 000
Cateina 3 0 64 000 59 500 65 950
Teofilina 3 0 64 100 60 950 67 025
EM C.texana 3 0 54 200 51 650 56.300

H 18.782 with 7 degrees of freedom (P =0 009)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would
be expected by chance, there is a statistically significant difference (P 0 009)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multipte comparison
procedure

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test)

Comparison Diff of Ranks q  P<0.05

Control vs Metronidazol 59000 4817 Yes
Control vs Calcoftuor M2r S6 000 4572 Yes
Control vs EMUC . texana 45000 3511 Yes
Control vs NaF 30000 2449 Do Neot Test
Control vs Cateina 23000 1878 Do Not Test
Control vs Teofilina 18000 1470 Do Not Test
Teofilina vs Metronmidazol 4] 000 3348 No
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Teofilina vs Calcofluor M2r
Teofilina vs EMC .texana
Teofilina vs NaF

Teofilina vs Cafeina
Teofilina vs Cafeina
Cafeina vs Metronidazol
Cafeina vs Calcofluor M2r
Cafema vs EMC .rexana
Cafeina vs NaF

Caleina vs Cafeina
Cafeina vs Metronidazol
Cafeina vs Calcofluor M2r
Cafeina vs EM (.texana
Cafeina vs NaF

NaF vs Metronidazo |
NaF vs Calcofluor M2r
NaF vs EM (.texana

EM (.texana vs Metronidazol
EM C.texana vs Calcotluor M2r
Calcotluor M2r vs Metronidazel

Note: The muluple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

38 000
25 000
12 000

5000

5.000
36 000
33 000
20 000

7 000

0 000
36 000
33 000
20 000

7 000
29 000
26 000
13.000
16 000
13 000

3 000

3.103
2041
0 980
0 408
0 408
2939
2694
1 633
0572
0 000
2939
2 694
1 633
0.572
2 368
2,123
1.061
1 306
1 061
0245

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is
found between the two rank sums that enclose that comparison. For example, if you had
four rank sums sorted in order, and found no significant difference between rank sums 4
vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test4 vs. 1 and 3 vs 1 (4 vs 3
and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs 2 43 2 1) Note that not testing the enclosed rank
sums is a procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there 1s no

significant difference between the rank sums, even though onc may appear to exist
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GLOSARIO

Absceso hepdtico amibiano: El absceso hepatico amebiano es una acumulacion de pus
en el higado causada por el parasito intestinal Latamoeba histolytica Es la complicacion
extraintestinal mas comian de la ammbiasis. L.a mayona de los pacientes presentan un
cuadro agudo de menos de 10 dias de fiebre y dolor abdominal El sintoma mas comun
es un dolor sordo en el cuadrante superior derecho que se puede irradiar al hombro
Tambien puede haber dolor epigastrico o pleuntico Una hepatomegalia con dolor es el
signo mas sugestivo pero no es diagnostico La mayona de los pacientes tienen fiebre.
Aunque todos los pacientes hayan tenido infeccion intestinal antes del desarrollo del
absceso, menos del 30°0 tienen diarrea al momento de presentar las manifestaciones del
absceso hepatico. Una minoria de pacientes pueden presentar un curso ¢ronico con
sintomas subagudo por mas de dos semanas Estos mas probablemente mostraran una
enfermedad emaciante con hepatomegalia, perdida de peso, y anemia Las
presentaciones atipicas pueden incluir falta de aliento, tos secundaria a etusion pleural, o
a ruptura de absceso en el espacio pleural Los hallazgos de laboratono asociados con el
absceso hepatico amibiano incluyen leucocitosis sin eosinofilia, anemia moderada en
mas de la mitad de los casos, niveles elevados de fosfatasa alcalina en ¢l 80°o de los
casos, transaminasas elevadas en los casos severo y velocidad de eritrosedimentacion
aumentada

Acetil-coenzima-A: El acetil-CoA es el producto comun de la degradacion de los
principales combustibles metabolicos (polisacaridos, hpidos y protemasy El grupo
acetilo es degradado a CO, y H;0 wia el ciclo del acido citrico y la fosforilacion
oxidativa o utilizado para la sintesis de acidos grasos El Acetil-CoA (AC-CoA) es el
producto comun del metabolismo de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos. El Ac-
CoA es un compuesto de alta energia El AG para la hidrolisis de su enlace tioester es
de 31 5kJ mol. lo que hace a la reaccion un poco mas exergonica que la hidrolisis del
ATP (=1 k] mol"'). El Ac-CoA es sintetizado a partic de piruvato a través de una
descarboxilacion oxidativa catalizada por el complejo multienzimatico de la piruvato
deshidrogenasa (PDH)

Actina:(del griego akits  rayo) Proteina compuesta por subunidades globulares que
forma microfilamentos, uno de los tres componentes fundamentales del citoesqueleto de
las celulas eucariotas Se expresa en todas las celulas del cuerpo y especialmente en las
musculares ya que esta implicada en la contraccion muscular, por interaccion con la
miosina Puede encontrarse en forma libre o polimenzarse en microfilamentos, que son
esenciales para funciones celulares tan importantes como la movilidad v la contraccion
de la celula durante la division celular

Adenina: Es una de las cinco bases nitrogenadas que forman parte de los acidos
nucleicos (ADN y ARN) y en el codigo genetico se representa con la letra A En el
ADN la adenina siempre se empareja con la timina Forma los nucleosidos adenosina
(Ado) y desoxiadenosina (dAda), y los nucleotidos adenilato (AMP) y desoxiadenilato
(dAMP)
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Su formula es CsH\Ns Es un derivado de la purina (es una base purica) en la que un
hidrogeno ha sido sustituido por un grupo amino (NH;) La adenina, junto con la timina.
fue descubierta en 1885 por el bioquimico aleman Albrecht Kossel

Adenosil Monofosfato ciclico: molecula formada por un nucleotido que sirve de serial
entre ¢l receptor postsinaptico y el canal por el que se mueven los iones, que a su vez
cambian el estado electrico de la neurona.

Adherencia celular: Union que presentan las celulas entre si1 o para fijarse al sustrato.
La adherencia celular requiere la presencia en la membrana celular de proteinas
especificas para la union, que a menudo se asocian entre s1 formando complejos de
union proteica  entre s1 o para fijarse al sustrato La adherencia celular requiere Ja
presencia Union que presentan las celulas entre st o para fijarse al sustrato La
adherencia celular requiere la presencia en la membrana celular de proteinas especificas
para la union, que a menudo se asocian entre si formando complejos de union proteica.
Union que presentan las celulas entre s1 o para fijarse al sustrato La adherencia celular
requiere la presencia en la membrana celular de proteinas especificas para la union, que
a menudo se asocian entre si formando complejos de union proteica.

ADN (acdo desoxirribonucleico) Un acido nucleico compuesto de dos cadenas
polinucleotidicas que se disponen airededor de un eje central formando una doble helice,
capaz de autorreplicarse y codificar la sintesis de ARN Lugar donde esta "depositada”
la informacion genetica Acido nucleico que funciona como soporte fisico de la herencia
en el 99% de las especies La molecula, bicatenaria, esta formada por dos cadenas
antiparalelas y complementarias entre si Su unidad basica, el nucleotido, consiste en
una molecula del azucar desoxirribosa, un grupo fosfato, y una de estas cuatro bases
nitrogenadas” adenina, timina, citosina y guanina

Ameba: Protozoo rizopodo unicelular que se caracteriza por su forma cambiante, puesto
que carece de pared celular, y por su movimiento ameboide a base de pseudopodos, que
tambien usa para capturar alimentos Unas especies viven libres en agua o tierra, y otras
en el intestino del hombre o de los animales

Amebaporo: Esta proteina esta formada por 4 helices alfa y existen 3 isoformas
denominadas A, B, y C, de las cuales la C es la mas activa Forma canales que permiten
el paso de iones, agua y moléculas pequeiias, lo cual aitera el equilibrio osmotico de la
célula y lleva a su lisis Ejercen actividad histolytica in vrtro contra varias lineas
celulares humanas y se localizan en vesiculas citoplasmaticas del trofozoito de
I histolytica No se ha demostrado que sean secretadas por los trofozoitos, ast que su
actividad es intracelular para digerir las celulas previamente fagocitadas. Su estructura
es muy similar a la de otras proteinas poninas
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Ameboma: Es una presentacion inusual de la amibiasis intestinal que ocurre en menos
del 1% de los pacientes con enfermedad invasora intestinal. La mayoria de los pacientes
presentan una masa intestinal que puede presentar dolor a la palpacion. En la radiografia
el ameboma se confunde con un carcinoma de colon. Una prueba serolégica o una
biopsia evitarian una Cirugia innecesaria.

Amibiasis: La amibiasis o amebiasis es una infeccion ocasionada por un parasito
protozoario unicelular lamado Entamoeba histolytica.

0 s . ~ . -
Anaerobio facultative: Es un ser vivo, que crece tanto en presencia como en ausencia
de oxigeno.

ATP (adenesin trifosfato): El principal producto quimico utilizado por los sistemas
vivientes para almacenar energia, consiste en un una base (adenina) umda a un azicar
(ribosa) y a tres fosfatos.

Bases nitrogenadas: Son compuestos organicos ciclicos, que incluyen dos o mas
atomos de nitrogeno. Son parte fundamental de los nucledsidos, nucleotidos y acidos
nucletcos. Bioldgicamente existen cinco bases nitrogenadas principales, que se clasifican
en dos grupos, bases puricas (derivadas de la estructura de la punna) y bases
pirimidinicas (denvadas de la estructura de la pirimidina). La adenina (A) y la guanina
(G) son puricas, mientras que la timina (T), la citosina (C) y el uracilo (U) son
pinmidinicas. Las cuatro primeras bases se encuentran en el ADN, mientras que en el
ARN en lugar de timina existe el uracilo. Las bases nitrogenadas son complementarias,
lo cual constituye la clave de la estructura del ADN y tiene importantes implicaciones,
pues permite procesos como la replicacion del ADN y la traduccion del ARN en
proteinas. '

Bilis. Es una sustancia liquida alcalina amanlilenta productda por el higado de muchos
vertebrados. Interviene en los procesos de digestion funcionando como emulsionante de
los acidos grasos. Su secrecion es continua, por lo que en los periodos interdigestivos se
almacena en la vesicula biliar, y se libera al duodeno tras la ingesta de alimentos. La
composicion de la bilis es la siguiente: liquido acido, neutro o ligeramente alcalino,
formado por sales biliares, proteinas, colesterol, hormonas y enzimas.

Cafeina La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantina, que también incluye los
compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar, En estado puro es un
polvo blanco muy amargo. Fue descubierta en 1819 por Ruge y descrita en 1821 por
Pelletier y Robiquet. Su férmula quimica es CsH;ioN1QO-2, su nombre sistematico es 1,3,7-
trimetilxantina o 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1 H-purina-2,6-diona.
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La cafeina es un compuesto alcaloide (del grupo de las xantinas) que actia como
estimulante en los humanos. La cafeina se encuentra principalmente en los frutos de la
planta de café, en la planta de té, en la yerba mate,- y en las bayas de guarand. En
pequefias cantidades se puede encontrar en el cacao y en la nuez de kola. En general, la
cafeina se encuentra en las semillas, hojas, y frutos de mas de 60 plantas, en las que
actua como un pesticida natural que paraliza y mata ciertas clases de insectos cuando se
alimentan de éstas.

Centrifugacion diferencial:Es el método mas comin de separacion, y es rara la
purificacion enzimatica que no lo utiliza. En este método, el tubo de centrifuga se llena
con una mezcla uniforme problema. Tras la centrifugacion se obtienen dos fracciones:
un peliet que contiene el material sedimentado y un sobrenadante con el material no
sedimentado. El método es bastante inespecifico, y a priori no se puede saber si la
particula buscada quedara en el sobrenadante, en el pellet o repartido entre ambos; sin
embargo es una técnica muy util, sobre todo para aislamiento de células y organulos
subcelulares.

Citoesqueleto: Entramado tridimensional de microtibulos y filamentos que proveen el
soporte interno para las células, anclan las estructuras internas de la misma e interviene
en los fenomenos de movimiento celular y en su division.

Colitis aguda: Los pacientes con colitis amibiana aguda usualmente se presentan con
una historia de 1 a 2 semanas de dolor abdominal, tenesmo y frecuentes evacuaciones
diarreicas con moco y sangre. Pueden agregarse otros sintomas como dolor lumbar y
flatulencia. Una minoria de los pacientes presentan fiebre, lo que contrasta con la
disenteria bacilar, y en algunos la diarrea puede causarles deshidratacion. En la mayoria
de los casos hay sensibilidad abdominal a la palpacion. En la endoscopia se observa la
apariencia caracteristica de pequefias lilceras hemorragicas con una mucosa normal entre
ellas.

Colitis fulminante: Es una complicacion inusual de la disenteria amibiana que tiene un
pronostico grave, con una mortalidad mayor de 50%. Clinicamente los pacientes se
presentan con una diarrea sanguinolenta muy severa y fiebre, seguida de una instalacion
rapida de dolor abdominal difuso. El progreso puede ser tan rapido que la rigidez
abdominal se ha presentado s6lo en un 25% de pacientes con perforacion intestinal
detectada mediante cirugia. Los nifios de menor edad tienen mas riesgo de presentar
colitis fulminante. El desarrolio clinico de la colitis fulminante estd asociado con la
extension de las ulceras hasta la serosa.

Cromatina: (del griego chroma = color) Complejo de ADN y proteinas histonicas que
en c¢élulas eucariotas se dispersa en el nucleo durante la interfase y se condensa en
cromosomas durante la meiosis y mitosis.
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Ectoplasma: Es la region periferica de la céiula, carece de granulos y es de mavor
densidad que el endoplasma En contacto directo con la membrana plasmatica Presenta
iones calcio, magnesio y potasio Presenta microtubulos y microfilamentos que forman
el citoesquleto Los microfilamentos forman la red terminal El ectoplasma es de manera
gelatinosa y se encuentra debajo de la membrana plasmatica

Endoplasma: Menos denso que el ectopiasma, se encuenira proximo al nucleo. En el
encontramos las siguientes estructuras mitocondrias, cloroplastos, centriolos, aparato de
Golgi, lisosomas, y el reticulo endoplasmatico

Entamocha histolytica; Es un parasito anaerobio eucariota protozoo con forma
ameboide, dentro del genero Entamoeba. Se pueden distinguir dos principales formas de
vida en esta especie’ el trofozoito y el quiste

Enterobacterias: Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos que fermentan la glucosa en anaerobiosis; citocromo oxidasa negativos;
reducen los nitratos a nitritos. Cuando son moviles son flagelados peritricos. Son
Ilamadas enterobacterias porque con frecuencia residen en el aparato digestivo de
animales y humanos, pero algunas especies tambien viven en la tierra y en el agua

Enzima: cualquiera de las numerosas sustancias organicas especializadas compuestas
por polimeros de aminoacidos, que actuan como catalizadores en el metabolismo de los
seres vivos Con su accion, regulan la velocidad de muchas reacciones quimicas
implicadas en este proceso El nombre de enzima. que fue propuesto en 1867 por el
fisiclogo aleman Wilhelm Kuhne (1837-1900), deriva de la frase griega en zymé, que
significa 'en fermento'

Eucariotas (del griego en — bueno, verdadero, karyon  nucleo, nuez): organismos
caracterizados por poseer celulas con un nucleo verdadero rodeado por membrana El
registro arqueologico muestra su presencia en rocas de aproximadamente 1 200 a 1500
millones de afnos de antiguedad

Factores de crecimiento: Los factores de crecimiento son un conjunto de sustancias, la
mayoria de naturaleza proteica que junte con las hormonas y los neurctransmisores
desempefian una importante funcion en la comunicacion intercelular. La funcion
principal de los factores de crecimiento es la del control externo del ciclo celular,
mediante el abandono de la quiescencia celular (GO) y la entrada de la celula en fase G|
La tuncion de los tactores de crecimiento no solo es la de estimular la proliteracion
celular mediante la regulacion del ciclo celular iniciando la mitosis, sino tambien el
mantener la supervivencia celular, estimular la migracion celular, la diferenciacion
celulare incluso la apoptosis Los factores de crecimiento desempenan su funcion a muy
baja concentracion en los liquidos corporales, del orden de los picogramos Actuan
uniendose a receptore celulares situados en la membrana celular que transmiten la sefial
del exterior al interior de la celula, mediante el acoplamiento de diferentes
proteinquinasas que se fosforilan y que activan una cascada de senales que acaba con la
activacion de uno o varios genes (transduccion de sefiales)



Fagocitesis: La fagocitosis es la accion de envolver microorganismos, particulas
extranas. restos celulares por celulas como los neutrofilos y macrotagos
(monocitoplasmas) Este es un mecanismo de defensa muy importante, particularmente
en infecciones bacterianas. Los neutrofilos y los monocitoplasmas, estan equipados con
mecanismos dependicntes e independientes de Oxigeno para matar a las bacterias Los
mecanismos dependientes de Oxigeno, incluyen el sistiema de mieloperoxidasa (MPO) y
otros sistemas que involucran la generacion de radicales libres derivados del Oxigeno
Los mecanismos independientes de Oxigeno, utilizan cambios de pH en los tagosomas y
lisosomas para destruir a los patogenos. En conjunto el MPO es el mas potente
antibacteriano celular. Despues de la fagocitosis, la NADPH oxidasa localizadas en la
membrana del leucocito convierte el oxigeno molecular en el radical superoxido El
rapido consumo de oxigeno molecular que acompana la formacion del superoxido se
denomina "explosion respiratoria” Despues el superoxido es transformado en peroxido
de hidrogeno por la superoxido dismutasa

Fagocito (del griego phagos = comilon, kytos  celula)  literalmente “celula comilona”
deriv fagocitosis, forma de endocitosis en la cual la celula rodea a particulas solidas,
bacterias o virus que son introducidas para su destruccion

Fluorescencia: Es la propiedad de una sustancia para emitir luz cuando es éxpuesta a
radiaciones del tipo ultravioleta, rayos catodicos o rayos X Las radiaciones absorbidas
(invisibles al ojo humano), son transformadas en luz visible, o sea, de una longitud de
onda mayor a la incidente En el proceso, una molecula absorbe un foton de alta energia,
el cual es emitido como un foton de baja energia (mayor longitud de onda) La
diferencia de energia entre la absorcion y la emision, es disipada como calor
(vibraciones moleculares) Todo el proceso es muy corto (millonesimas de segundo) y
este tiempo es la principal diferencia con otro conocido fenomeno luminoso, la
fosforescencia.

Galactosa: La lactosa es un disacarido formado por glucosa y galactosa La idea
original fue que en ese tejido la glucosa debia ser un precursor de la galactosa. Con las
tecnicas de esa epoca y siendo la glandula mamaria un tejido complejo, los primeros
resultados fueron confusos El Dr Leloir buscando simplificar €l problema utilizo
celulas de levadura comun cultivadas en presencia de galactosa. De esta forma pudieron
en poco tiempo aislar dos nuevas coenzimas, una estable al calor y otra sensible La
primera de ellas resulto ser glucosa 1.6 difosfato, que actua como coenzima de una
importante etapa de la glucolisis catalizada por la fosfoglucomutasa

Glucdgeno: E| glucogeno, reserva de glucosa en los animales, se almacena
principalmente en higado y musculo Su conversion a glucosa-6-fostato (G6P) para
entrar a la glucolisis, es catalizada en parte por la glucogeno fosforilasa, el camino
inverso r.e. la sintesis, se lleva a cabo por la glucogeno sintasa Estas enzimas estan
reguladas reciprocamente a traves de reacciones de fosforilacion/defosforilacion, este
proceso es el resultado de una cascada de fosfonlacion que responde a los niveles de
glucagon y epinefrina a traves del CAMP El glucogeno representa la principal forma
de almacenamiento de carbohidratos tanto en animales como en las plantas Cuando
existe una disminucion significativa de glucosa en sangre, el glucogeno es degradado
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por medio de una serie de enzimas para cubrir las necesidades energeticas de nuestro
organismo Las glucogenosis son enfermedades en donde existen deficiencias
congénitas de la mayoria de las enzimas relacionadas con el metabolismo del glucogeno,
en donde los organos mas afectados son el higado y el musculo esqueletico

Glucosa: Molecula (CeH120¢) es una aldohexosa (aldehido pentahidroxilado) y un
monosacarido La glucosa es el compuesto organico mas abundante de la naturaleza Es
la fuente principal de energia de las celulas, mediante la degradacion catabolica, y es el
componente principal de polimeros de importancia estructural como la celulosa y de
polimeros de almacenamiento energetico como el almidon, es encontrada en las frutas y
en la miel.

Glutaraldehido: Fue descubierto por David Domingo Sabatini, cientifico y medico
argentino, quien encontro que sustancia se encarga de preservar las celulas,
posibilitando su analisis en el microscopio un mayor lapso de iempo

Microtubules (del latin mrkros  pequefio, wbus — cano, conducto) Conducto hueco,
estrecho y alargado de unos 25 am de diametro. Se compone de dos subunidades de
proteinas que se alternan a lo largo del mismo, y, entre otras funciones, mueven a los
cromosomas en la division celular y proporcionan la estructura interna de cilias y
flagelos

Organelos (del griego organon — herramienta). Estructuras subcelulares que realizan
determinadas funciones (generalmente estan rodeadas por membranas y se las encuentra
en las celulas eucariotas) p ej.. mitocondrias, cloroplastos, nucleo

Pared celular: Estructura producida por algunas celulas por fuera de membrana celular,
quimicamente compuesta por quitina (hengos), peptidoglicano (bacterias) o celulosas
(plantas).

Percoll: Se trata de una suspension de particulas (5 15 nm) de acido silicico revestidas
de un derivado de pohvinilo (polivinilpirrolidona, PVP) que presenta baja viscosidad a
densidades altas, no afecta practicamente a la presion osmotica del medio y es estable a
pH comprendidos entre 5 y 10 Es soluble en solucion acuosa y estable en ellas siempre
que no haya aniones bivalentes (sulfato), especialmente a bajos pH Este compuesto es
el unico util para la separacion de microalgas marinas, ya que el percoll es estable en
cualquier proporcion de agua marina, a diferencia del resto de los posibles solutos
utilizables para la separacion de algas por gradiente de densidad El compuesto puede
ser utilizado para centnfugaciones zonales, preformando gradientes, o bien para
centrifugacion isopicnica, ya que la cemtnfugacion de percoll en rotores angulares
durante 20-30 munutos y 20,000-100,000g produce un ligero gradiente,
independientemente de la densidad inicial del percoll

Polimero(del griego polys — muchos, meros  parte) Molecula compuesta por muchas
subunidades identicas o similares

Pseudopodos del griego psendes  falso, podos  pie
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Purina (del griego purinos = centellante, 1gneo) base nitrogenada formada por dos
anillos, la adenina v la guanina son purinas componentes del ADN v el AR\

Quitina (del griego ¢/nton — tunica) Es el constitusente esencial de la pared celular de
grandes grupos de hongos (basidiomicetos. ascomicetos y zigomicetos) La umdad de la
quitina es la N-acetilglucosamina estos monomeros estan unmidos entre s1 -jgual que la
glucosa en la celulosa- mediante uniones B 1.4 glucosidicas Tambie forma esqueleto
externo de los artropodos v otros grupos amimales

Quimiosmosis El proceso por el cual se forma el AIP en la membrana interna de la
mitocondria El sistema transportador de electrones transficre protones del
compartimento interno al externo, a medida que los protones fluven nuevamente hacia el
compartimento interno la energia del movimiento es usado para agregar fosfato al ADP
para tormar ATP

Ribosomas: Pequenas organelas, compuestas de ARNr {r por ribosomico) y proteinas
Estan presentes en el citoplasma de procariotas (70s) v eucariotas (80s) Son el sino de
la sintesis proteica Esta compuesto de dos subunidades [.os nbosomas de las organelas
eucariotas (mitocondrias v cloroplasios) tienen 70 S, es decir son similares a los de los
procariotas

RNA (acido ribonucleico) Acide nucleico formado por una cadena polinucleotidica Su
nucleotido, constste en una moleculta del azucar nbosa. un grupo fostato v una de estas
cuatro bases nitrogenadas adenina. uractlo, citosina v guaning

RNA ribosomico : Lno de los tres tipos de ARN el ARNr es un componente
estructural de los ribosomas Son el “core” (parte principal) de los ribosomas 3
posiblemente la clave del mecamismo de traduccion de las protemnas Su estudio
comparativo llevo a postulacion de un Arbol Fijogenetico Universal

Simbiosts (del griego syn junto, con, hroonar  vivir) Asociacion entre dos 0 mas
organismos de diferentes especres Incluye 1) mutualismo donde la asociacion es
beneficiosa para ambos 2) comensalismo donde uno se beneficia y el otro no es danado
ni beneficrado 3) parasitismo uno se beneficia y el otro es danado

Vacuolas (del latin vacuns  vacio) espacio o cavidad citoplasmatica, rodeada por una
membrana, que se observa en celulas ammales v vegetales que remueven productos de
desechos y almacenan alimentos ingenidos Parte de los compartimentos lisosomicos de
la celula

Vesicula (del latin vesrcula = pequena vasi a) pequeno saco inracel ilar rodeado por
upa membrana
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la mitad de la fase log). El proceso de enquistamiento ha sido muy poco estudiado
debido a la dificultad para inducirlo ya que desde finales del siglo XIX una serie de
estudiosos de la amibiasis han intentado reproducir en forma masiva el ciclo de vida
de E. histolytica bajo condiciones axénicas, sin embargo hasta ahora no se ha
reportado algiin medio o método en el cual hayan logrado completar el ciclo de vida
axénico in vitro de E. histolytica.

Los antecedentes que se tienen acerca de las caracteristica tipicas de los quistes de
E. histolytica son de muestras que se han obtenido de heces diarreicas ya que la
mayoria de los autores refieren que estas muestras proceden de pacientes con
disenteria amibiana y en el curso de esta sintomatologia las heces son diarreicas lo
cual hace sospechar que aislan sdlo prequistes que no llegan a madurar a nivel de la
luz del colon descendente de los pacientes debido a que son arrojados de una forma
muy “violenta”. Este hecho puede dar origen a reportes falsos negativos, debido a
que en las heces diarreicas serd muy poco probable la presencia de quistes maduros
tetranucleados e impactar directamente en los reportes epidemiologicos. Sin
embargo existen pacientes infectados en los cuales no existe sintomatologia alguna
de la presencia de E. histolytica mas que el analisis seriado de muestras fecales
formadas y pastosas, que es en donde se llegan a encontrar quistes maduros
tetranucleados, sin embargo considero que hace falta un estudio minucioso y
detallado acerca de la morfologia y fisiologia de los quistes y del enquistamiento,
para dar un seguimiento a detalle de cuales son aquellos quistes que se consideran o
son realmente maduros e infectivos, cuanto tiempo resiste en el ambiente y del
proceso de desenquistamiento, ya que los estudios que existen datan del siglo
antepasado y mediados del siglo XX.

El andlisis de las estructuras semejantes a quistes por microscopia electronica de
transmision (MET) mostraron nucleos en diferentes etapas durante el proceso de
diferenciacion el cual ocurrié en presencia de alta tension de CO,, en estos cortes se
observaron distintas posibles fases de la mitosis, como se ha observado en
Entamoeba invadens (Morales et al., 1989); la pared celular se observa delgada y las
estructuras semejantes a quistes se observan regularmente esféricas, sin embargo esta
no es meramente una caracteristica tipica de un quiste obtenido de muestras de
pacientes (Proctor y Gregory, 1973), en las muestras que ellos reportan se observan
quistes con morfologia no siempre esférica, como se observa en la figura 43.

Figura 45. Morfologia diversa de quistes d
E. histoytica. Imagenes reportada por Proctor y
Gregory, que muestra que los quistes de E. histolytica
obtenidos in vivo no siempre son esféricos, tal como se
les describe en la literatura
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En cortes al MET de quistes obtenidos a partir de muestras de pacientes (Chavez
et al., 1978) se observa que la pared celular es mas gruesa que la pared que presentan
las estructuras semejantes a quistes encontradas en este trabajo; sin embargo la
distribucion vesicular es muy semejante como se observa en la figura 46.

Figura 46. Quiste y pared celular de
E. histolytica. 1magen reportada por
Chavez, 1978.

Por otra parte las estructuras semejantes a quistes obtenidas in vitro con la
metodologia reportada en este trabajo no mostraron cuerpos cromatoides sélo escasas
hélices de ribonucleoproteinas en trofozoitos prequisticos de E. histolytica al dia 3 de
encontrarse en incubacion a 37°C bajo aita tension de CO, en el medio TYI-S-33
(Figs. 21 y 22), sin embargo en un experimento preliminar realizado en este
laboratorio por el Dr. Mario R. Morales V. en cultivos de E. histolytica empleando el
medio PEHPS y cultivados bajo las mismas condiciones se encontré la presencia de
cuerpos cromatoides muy escasos; sin embargo la presencia de estas estructuras en
quistes maduros de E. histolytica es incierta ya que en tinciones de quistes de este
parasito los mismos autores tienen discrepancia en la presencia de estos cuerpos
cromatoides en quistes maduros, tal como lo sefialan los siguientes autores:

“Los quistes jovenes poseen 1 ¢ 2 nicleos, algunos cuerpos cromatinicos y vacuolas
de glucégeno. Cuando el quiste madura, posee cuatro nucleos y desaparecen los
cuerpos cromatinicos. Solo los quiste maduros son infecciosos™ (Pumarola ef al.,
1987).

“Los quistes son esféricos, miden entre 10 y 16 p m de didmetro, poseen una pared
de aproximadamente 0,5 pm y contienen habitualmente 4 nicleos cuando estan
maduros. Los quistes jévenes poseen ademas vacuolas con glucdgeno y cuerpos
cromatoides que disminuyen durante la maduracion” (Perez et al., 2002).

“Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8 a 20um de diametro,
las cuales, en muestras sin tefiir, se pueden ver como cuerpos hialinos con pared
refringente. Su citoplasma es incoloro permitiendo la visualizacién de los [lamados
cuerpos cromatoides y nucleos en nimero de uno a cuatro (Martinez, 1982).

Sin embargo, a la fecha no existen trabajos detallados para descartar o confirmar
estas afirmaciones, como podria ser el completar el ciclo de vida de E. histolytica a
partir de quistes con o sin presencia de cuerpos cromatoides, que confirmen o
descarten a que se le puede considerar como *“quiste maduro™ o “quiste infectivo™.
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Empleando inhibidores de sintesis de proteinas en trofozoitos reportan la
presencia de hélices de ribonucleoproteinas o de cuerpos cromatoides, en quistes de
Entamoeba invadens, por lo que concluyeron que la formacion de las hélices de
ribonucleoproteinas o cuerpos cromatoides inducidos por inhibidores de la sintesis de
proteinas es un proceso espontineo en el que los ribosomas “ociosos” provenientes
de polisomas se agregan espontianeamente de forma cristalina (Kusamram ez al.,
1975). Sin embargo aun en E. invadens existen discrepancias si los quistes inducidos
in vitro, los cuales como caracteristica esencial deben presentar cuerpos cromatoides
son en realidad infectivos, debido a que no hay reporte alguno que lo descarte o lo
confirme.

Existen una serie de trabajos que sustentan la idea de que los cuerpos cromatoides
o hélices de ribonucleoproteinas no son solamente un evento sin significado
biologico, sino mas bien un mecanismo estratégico de acumulacion de ribosomas
previo a, o asociado a un inminente enquistamiento, para su posterior utilizacién en
una rapida proliferacién celular en el subsiguiente proceso de desenquistamiento,
aunque este proceso pueda también ser artificialmente inducido por inhibicién de la
sintesis de proteinas. Esto ultimo es explicable por la aparente capacidad innata de
agregacion de los ribosomas no asociados a polisomas.

En trabajos previos realizados en E. invadens bajo condiciones de alta tension de
CO; y condiciones normales (Morales, 1991; Villarreal, 1990; Garibay, 1991 y
Acevedo, 1993) se ha reportado la presencia de cuerpos cromatoides en trofozoitos
en fase-log crecidos con alta tension de CO,, lo cual indica que las células se
encontraban en crecimiento activo pero esta idea se contrapone con la suposicion de
que los cuerpos cromatoides s6lo se encuentran en células de cultivo envejecido, o en
células que se preparan para entrar en diferenciacion (Barker y Deutsch, 1958).

Por otra parte los resultados del analisis de proteinas totales mediante
electroforesis muestran mayor namero de bandas en las estructuras semejantes a
quistes que en trofozoitos (Fig. 36). Estos cambios en los patrones electroforéticos,
de proteinas se presentan también en procesos de patogenicidad y diferenciacion en
los protozoarios parasitos; se ha observado que durante etapas tempranas del proceso
de enquistamiento en Tripanosoma cruzi el proceso de transcripeién de la ubiquitina
desaparece, seguido por un incremento en los niveles de ubiquitina, (Algranati et al.,
2006). Eventos similares se han observado también en E. invadens (Gonzalez et ai.,
1999), por lo que es posible que estos mecanismos de regulacion de degradacion de
proteinas jueguen también un papel importante en el proceso de diferenciacion de
Entamoeba histolytica (Algranati et al., 2006). Si bien los resultados obtenidos en
este trabajo no muestran evidencia en que tipo de proteinas aparecen o desaparecen
durante el enquistamiento, si nos habla de notables cambios en €l contenido proteico
durante este proceso, cambios que seran objetivo de trabajos futuros asi como el
andlisis comparativo entre los trofozoitos, estructuras semejantes a quistes y quistes
obtenidos de pacientes con amibiasis.

Al cuantificar los niveles de RNA total tanto en tofozoitos como en las estructuras
semejantes a quistes se observé 6.9 veces mayor cantidad en los trofozitos que en las
estructuras semejantes a quistes (Figs. 37 y 38), estos resultados pueden deberse a
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que la técnica aqui empleada para la purificacion del RNA total (Técnica de Trizol®)
no fue la adecuada para aislar RNA total a partir de las estructuras semejantes a
quistes, dado que la cubierta de quitina posiblemente es resistente a los 4cidos y no
fue suficiente el tiempo de accion del Trizol® para romper la cubierta de quitina de
las estructuras semejantes a quistes. Por lo cual seria recomendable realizar una serie
de ensayos para evaluar cual es la mejor técnica para extraer el RNA total de las
estructuras semejantes a quistes de Entamoeba histolytica HM1-1MSS.

Las observaciones llevadas a cabo de las estructuras semejantes a quistes a través
del microscopio electrénico de barrido o SEM (Scannin Electron Microscopy) y al
microscopio de fuerza atémica, revelan que la topografia es rugosa, formada por una
serie de fibrillas que bordean la superficie de ésta estructura quistica, el nico
antecedente grafico con que se cuenta es la imagen reportada por Martinez, 1987;
(Fig. 47) en la cual muestra un agregado de “quistes de E. histolytica” vistos al MEB
y refiere que fueron aislados a partir de heces fecales de un paciente con amibiasis,
sin embargo en mi experiencia personal durante el desarrollo de este trabajo asi como
experiencia laboral en el area clinica, en las muestras de pacientes sintomaticos o
asintomaticos para amibiasis, los quistes siempre se encuentran aislados y nunca en
agregados, esta observacion ha sido compartida por 7 colegas que trabajan
constantemente con muestras de pacientes, por lo que estas observaciones in vivo
distan de ser iguales a las reportadas por Martinez, 1987; sin embargo in vitro se ha
observado la formacion de estructuras esféricas en agregados al emplear diversos
métodos e incluso de forma espontanea al emplear el medio PEHPS o TYI-S-33 para
inducir el enquistamiento de £. histolytica, esta caracteristica de agregarse también
se ha observado durante el enquistamiento i virro en E. invadens (Fig. 48), pero no
se ha descrito que a partir de muestras in vivo presenten esta caracteristica de
agregarse.

Figura 47. Quistes de E. Histolytica. Figura 48. Quistes de E. invadens.

Quistes obtenidos de pacientes con Quistes obtenidos in vitro vy
amibiasis, imagen reportada por reportados por Morales, 1989.
Martinez, 1987.
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Al microscopio de fuerza atomica, el andlisis topografico de las estructuras
semejantes a quistes obtenidos en este trabajo, evidencia que la pared estd formada
por una cubierta tipo malla o red de quitina y de acuerdo con el andlisis topografico,
la altura promedio de la malla es de 800A, la imagen al microscopio de fuerza
atomica es la primera que se reporta para una estructura quistica de Entamoeba
histolytica obtenida in vitro bajo condiciones axénicas.

Al tratar de inducir el enquistamiento /n vitro una serie de investigadores han
suplementado los medio de cultivo con suero de diverso origen, sin embargo resulta
paradéjico estar suplementando a estos trofozoitos con factores de crecimiento que
cominmente se encuentran en el suero, cuando lo que se busca es inhibir su
crecimiento para que permita entrar en fase de enguistamiento, ya que evaluando las
condiciones in vivo a las que se someten los trofozoitos de E. histolytica predomina
un ambiente denso con condiciones de anaerdbiosis, en donde son escasos los
nutrientes como la glucosa, hierro, lipidos o proteinas y cabria el preguntarse
¢Porqué para inducir el enquistamiento in vifro suplementamos los medios con
suero?, también podriamos replantearnos el papel de las bacterias acido lacticas en
gste proceso ya que son parte de la flora normal en individuos sanos. En uno de los
disenos experimentales (Tabla VI, bioensayo 18) eliminamos nutrientes del medio
TYI-S-33 y solo dejamos las sales pero obtuvimos resultados pobres; por lo cual
cabria la posibilidad de replantearse si los medios empleados hasta ahora son los
ideales para inducir el enquistamiento de E. histolytica. Al parecer el factor
condicionante para inducir el enquistamiento es el CQO,, la escasez de nutrientes y la
reduccion del medio TYI-S-33 cuyo pH al final fue de 6.1, aunado a la incubacién
por un lapso de 7 dias en el medio TYI-S-33. Asimismo, cabria la posibilidad de
realizar més estudios sustituyendo el suero por el PACSR (Mata er al., 1996) para
inducir el enquistamiento axénico in vitro de E. histolytica ya que en Entamoeba
invadens se ha tenido éxito al sustituir el suero por el PACSR en el proceso de
enquistamiento (Barron ef al., 2005).

El proceso de desenquistamiento resulté muy complejo en comparacién con el
enquistamiento, una vez que se obtuvieron estructuras quisticas resistentes a
detergentes de la mayoria de los bioensayos, fueron colocados en medio para
desenquistamiento, bajo la unica condicion en la cual se cumplié el ciclo de vida
completo fue lavarlos con tritén X-100 a 0.0001% por 30 min, enjuagarlos muy bien
con TYI-S-33 y reincubarlos en TYI-S-33 por 12 dias, este fue uno de los
bioensayos mas sencillos que realizamos y en el cual se cumplié el ciclo de vida bajo
condiciones axénicas de E. Aistolytica in vitro. Durante esta fase se observo una
cantidad muy escasa de estructuras semejantes a quistes que cumplen el ciclo de
vida, llegando a formar una nueva poblacion en un lapso de 23 dias
aproximadamente. Un comportamiento similar se ha observado en proceso de
desenquistamiento de ofros protozoarios parasitos en experimentos i vifro como
E. invadens y Giardia lamblia (Boucher y Guillin, 1990). Estos resultados fueron
corroborados con repeticion del bioensayo, de donde se desprende que el factor
condicionante para el ciclo de vida de E. histolytica es partir de trofozoitos en
excelentes condiciones de cultivo, ayuno de glucosa y alta tension de CO,. Al
término de este trabajo, por primera vez se da evidencia del desarrollo del ciclo de
vida axénico in vitro de Entamoeba histolytica.
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La inhibicién de la induccién de estructuras semejantes a quistes por factores
como teofilina, cafeina y fluoruro de sodio indican la pesibilidad de la participacion
del AMP-ciclico en €l proceso de diferenciacién de E. histolytica, posibilidad no
remota, ya que es conocida la accién de nucledsidos fosforilados ¢n la diferenciacion
de organismos que presentan una fase amiboidea en su ciclo de vida como ocurre en
Dyctiostelium discoideum (Gerish, 1987).

Recientemente, se ha reportado que a partir de Castela texana se aislo la
chaparrina la cual ha mostrado actividad inhibitoria sobre el proceso de
diferenciacion de Entamoeba invadens bajo condiciones axénicas in vitro (Calzado ef
al., 2007) sin embargo, no es conocido a que nivel tiene su accion inhibitoria.

El hecho de que las estructuras semejantes a quistes de E. histolytica que lograron
el desenquistamiento fueron Unicamente aquellas que se sometiecron a
concentraciones bajas de triton x-100 (0.0001%). Aunque esta concentracién es
suficiente para matar trofozoitos apoya la presencia de una pared protectora de la
membrana celular, pero también sugiere que ¢sta pared debe ser delgada, con menor
grosor que la del quiste formado in vive, lo que concuerda también con lo observado
en la fotografia al MET (Fig.24) en los cuales la pared celular se observa mucho
menos gruesa que en los quistes formados in vivo como se observa en la figura 46.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los trofozoitos pueden ser
inducidos axenicamente in vitro a diferenciarse a estructuras con las caracteristicas
de un quiste de Entamoeba histolytica y que colocadas en un medio de crecimiento
estas estructuras pueden desenquistarse o diferenciarse y formar nuevamente
trofozoitos tipicos con capacidad de volver a formar nuevamente estructuras
quisticas, es decir el ciclo de vida de £. histolytica se logré reproducir axenicamente
in vitro, lo cual fue el objetivo principal de esta tesis. De esta manera la metodologia
presentada en este trabajo puede ser una base importante para el estudio de la
biclogia del enquistamiento de E. histolytica y abrir un nuevo frente hacia el control
de la amibiasis al romper el ciclo de vida de este parasito precisamente sobre su fase
infectiva: el quiste.
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9. CONCLUSIONES

1.- Empleando el medio TYI-S-33 y el Método TGC7 se logré reproducir el ciclo

2.-

3.-

4-

de vida axénico de Entamoeba histolytica HMI1-IMSS in vitro .

Para la induccion de estructuras semejantes a quistes de £ histolytica que
logren reproducir el ciclo de vida bajo condiciones axénicas in vitro es
indispensable:

a) emplear trofozoitos en excelentes condiciones de cultivo.

b) reducir el potencial REDOX del medio TYI-S-33 empleando CO,.

¢) disminucidn de nutrientes en el medio TYI-S-33.

Las estructuras semejantes a quistes obtenidas bajo condiciones axénicas in

vitro presentan las siguientes caracteristicas:

a) Son estructuras esféricas, la mayoria se encuentran distribuidas
individualmente y en baja proporcioén se encuentran en agregados y sus
dimensiones fluctian de 10 a 40pm.

b) Presentan una pared celular delgada.

¢) Presentan resistencia al triton X-100 hasta 0.15% por 30 min.

d) Al microscopio de luz UV fluorescen intensamente en presencia de
calcofluor M2r.

€) Son estructuras muitinucleadas.

f) Carecen de cuerpos cromatoides, solo presentan escasas hélices de
ribonucleoproteinas

El desenquistamiento de E. histolytica en el medio TYI-S-33, bajo
condiciones axénicas in vitro es asincrénico.

5.- El extracto metandlico de Castela texana aun no siendo un compuesto puro

inhibe significativamente la induccion de estructuras semejantes a quistes de
E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro.

Las sustancias puras NaF, cafeina, teofilina inhiben la induccién de
estructuras semejantes a quistes de E. histolytica bajo condiciones axénicas /n
vitro, sin embargo no presentan diferencia significativa entre si y con
respecto al control.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, empleando el método TGC7 aqui
descrito, permitira en un futuro poder realizar trabajos enfocados al estudio y
elucidacion de los mecanismos celulares y moleculares involucrados durante cada etapa
del ciclo de vida axénico in vitro de £ntamoeba histolytica, también es de importancia
el descifrar los factores clave implicados en el proceso de enquistamiento y
desenquistamiento, asi como realizar estudios de aspecto inmunologico que permitan
establecer el mecanismo de accion de  E. histolytica en pacientes con amibiasis franca y
el comportamienio de E. Aistolytica en portadores asintomaticos, todos estos estudios en
su conjunto encaminados a inhibir el ciclo de vida de E. histolytica. Aunque existe una
considerable cantidad de estudios en los cuales evalian el efecto de una gran cantidad de
agentes quimicos sobre el crecimiento de E. histolytica, seria conveniente realizar la
busqueda de nuevos farmacos que presenten menos efectos secundarios indeseables que
¢l metronidazol y una buena opcion de acuerdo a los resultados obtenidos seria la
obtencion de sustancias puras derivadas Castela texana, asi como analizar ¢l modo de
accion de los agentes quimicos aqui evaluados (NaF, cafeina y teofilina) y en un futuro
emplear el conocimiento adquirido hacia el control de la amibiasis tanto a nivel del

hospedero como del ambiente,
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Anexo-B

ECUACIONES

Durante el desarrollo de este trabajo determinamos la Clso de los siguientes
agentes quimicos: cafeina, teofilina, NaF, extracto metandlico de Castela texana y
metronidazol. En esta seccion se muestra ¢l procedimiento para determinar la Clso
del extracto metandlico de Castela rexana sobre un cultivo axénico in vitro de

Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Los pasos son los siguientes:

1.- Preparar la solucién madre a una concentracion de 0.01g/mL.

2.- Evaluar sobre ¢l cultivo axénico in vitre de E. histolytica, cultivado a 37°C/ 72 h

las concentraciones de 0.5mg/mL. 0.35 mg/mL y 15 mg/mL.

Nota. Preparar en total 3 ensayos por triplicado para cada concentracion y para

el control.

3.- Determinar el numero de cel/mL de cada tubo y obtener el promedio.

4.- Vaciar los datos a la siguiente tabla.

Doss a evaluar Logdela Células vivas Células Células PROBIT
mg/mL Dosis (contrat) muertas Muertas / vivas
Confrol 68,958 0
0.50 0301 1250 67292 | 09758 6 96039
0.35 -4559 30,000 38958 05649 5 16079
0.15 08239 48125 20833 03021 448174

5.- Graficar Log. de la Dosis a evaluar / valor PROBIT, en ¢l siguiente orden.

Dosis  valor Probit

ki = Sel Tipo grafi
97 " eleccionar 11po ar ICO.

ﬁ ;22: Z is XY (Dispersion)

Seleccionar:
Finalizar grafico

!

Una vez graficado, calocar el cursor en uno de los puntos y oprimir el lado derecho del raton.

08

\
L}

s

0 4

Se desplegaran una sene de datos, de estos seleccionar en el siguiente orden

a) Agregar linea de tendencia

b) Lineal

c) Opciones: Presentar ecuacion en el grafico y Presentar valor de R? en el grafico

d) Aceptar
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6 -Se obtendra la siguiente grafica con los valores de Y v la R

8
® 7
6
¢ 5
vy =4 2689x + 7 82 4
R =082 3
2
1
0
1 08 06 04 02 0

7 - Despejar de la ecuacion y—1 4449X + 6 098 ¢l valor de X, en el entendido
de que y S, y sustituirlo en la ecuacion

8- 5-42689X+782
9 - Despejar X

10- X 5 782 42689
11.- (-0 6605)

12 - Antilog (-0 6605)

13- 0218

Por lo tanto se requieren 0 218 mg/mL del extracto metanolico de Castela
texana para matar al 50°¢ de la poblacion de Lmtamoeba histolvtica cultivada
bajo condiciones axenicas cn el medio T'Y1-S-33

9%



Anexo-C

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook |

Normality Test: Failed (P < 0 050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source; Data 1 in Notebook 1

Group N Missing  Median 25% 75%
Control 3 0 96 000 95 250 97 500
Calcofluor M2r 3 0 37 000 28 750 49 600
Metronidazol 3 0 35 000 32 000 38 600
NaF 3 0 58 000 45 925 70 000
Cateina 3 0 64 000 59 500 65 950
Teofilina 3 0 64 100 60 950 67 025
EM C.texana 3 0 54 200 51 650 56.300

H 18.782 with 7 degrees of freedom (P =0 009)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would
be expected by chance, there is a statistically significant difference (P 0 009)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multipte comparison
procedure

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test)

Comparison Diff of Ranks q  P<0.05

Control vs Metronidazol 59000 4817 Yes
Control vs Calcoftuor M2r S6 000 4572 Yes
Control vs EMUC . texana 45000 3511 Yes
Control vs NaF 30000 2449 Do Neot Test
Control vs Cateina 23000 1878 Do Not Test
Control vs Teofilina 18000 1470 Do Not Test
Teofilina vs Metronmidazol 4] 000 3348 No
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Teofilina vs Calcofluor M2r
Teofilina vs EMC .texana
Teofilina vs NaF

Teofilina vs Cafeina
Teofilina vs Cafeina
Cafeina vs Metronidazol
Cafeina vs Calcofluor M2r
Cafema vs EMC .rexana
Cafeina vs NaF

Caleina vs Cafeina
Cafeina vs Metronidazol
Cafeina vs Calcofluor M2r
Cafeina vs EM (.texana
Cafeina vs NaF

NaF vs Metronidazo |
NaF vs Calcofluor M2r
NaF vs EM (.texana

EM (.texana vs Metronidazol
EM C.texana vs Calcotluor M2r
Calcotluor M2r vs Metronidazel

Note: The muluple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

38 000
25 000
12 000

5000

5.000
36 000
33 000
20 000

7 000

0 000
36 000
33 000
20 000

7 000
29 000
26 000
13.000
16 000
13 000

3 000

3.103
2041
0 980
0 408
0 408
2939
2694
1 633
0572
0 000
2939
2 694
1 633
0.572
2 368
2,123
1.061
1 306
1 061
0245

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is
found between the two rank sums that enclose that comparison. For example, if you had
four rank sums sorted in order, and found no significant difference between rank sums 4
vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test4 vs. 1 and 3 vs 1 (4 vs 3
and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs 2 43 2 1) Note that not testing the enclosed rank
sums is a procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there 1s no

significant difference between the rank sums, even though onc may appear to exist
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GLOSARIO

Absceso hepdtico amibiano: El absceso hepatico amebiano es una acumulacion de pus
en el higado causada por el parasito intestinal Latamoeba histolytica Es la complicacion
extraintestinal mas comian de la ammbiasis. L.a mayona de los pacientes presentan un
cuadro agudo de menos de 10 dias de fiebre y dolor abdominal El sintoma mas comun
es un dolor sordo en el cuadrante superior derecho que se puede irradiar al hombro
Tambien puede haber dolor epigastrico o pleuntico Una hepatomegalia con dolor es el
signo mas sugestivo pero no es diagnostico La mayona de los pacientes tienen fiebre.
Aunque todos los pacientes hayan tenido infeccion intestinal antes del desarrollo del
absceso, menos del 30°0 tienen diarrea al momento de presentar las manifestaciones del
absceso hepatico. Una minoria de pacientes pueden presentar un curso ¢ronico con
sintomas subagudo por mas de dos semanas Estos mas probablemente mostraran una
enfermedad emaciante con hepatomegalia, perdida de peso, y anemia Las
presentaciones atipicas pueden incluir falta de aliento, tos secundaria a etusion pleural, o
a ruptura de absceso en el espacio pleural Los hallazgos de laboratono asociados con el
absceso hepatico amibiano incluyen leucocitosis sin eosinofilia, anemia moderada en
mas de la mitad de los casos, niveles elevados de fosfatasa alcalina en ¢l 80°o de los
casos, transaminasas elevadas en los casos severo y velocidad de eritrosedimentacion
aumentada

Acetil-coenzima-A: El acetil-CoA es el producto comun de la degradacion de los
principales combustibles metabolicos (polisacaridos, hpidos y protemasy El grupo
acetilo es degradado a CO, y H;0 wia el ciclo del acido citrico y la fosforilacion
oxidativa o utilizado para la sintesis de acidos grasos El Acetil-CoA (AC-CoA) es el
producto comun del metabolismo de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos. El Ac-
CoA es un compuesto de alta energia El AG para la hidrolisis de su enlace tioester es
de 31 5kJ mol. lo que hace a la reaccion un poco mas exergonica que la hidrolisis del
ATP (=1 k] mol"'). El Ac-CoA es sintetizado a partic de piruvato a través de una
descarboxilacion oxidativa catalizada por el complejo multienzimatico de la piruvato
deshidrogenasa (PDH)

Actina:(del griego akits  rayo) Proteina compuesta por subunidades globulares que
forma microfilamentos, uno de los tres componentes fundamentales del citoesqueleto de
las celulas eucariotas Se expresa en todas las celulas del cuerpo y especialmente en las
musculares ya que esta implicada en la contraccion muscular, por interaccion con la
miosina Puede encontrarse en forma libre o polimenzarse en microfilamentos, que son
esenciales para funciones celulares tan importantes como la movilidad v la contraccion
de la celula durante la division celular

Adenina: Es una de las cinco bases nitrogenadas que forman parte de los acidos
nucleicos (ADN y ARN) y en el codigo genetico se representa con la letra A En el
ADN la adenina siempre se empareja con la timina Forma los nucleosidos adenosina
(Ado) y desoxiadenosina (dAda), y los nucleotidos adenilato (AMP) y desoxiadenilato
(dAMP)
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Su formula es CsH\Ns Es un derivado de la purina (es una base purica) en la que un
hidrogeno ha sido sustituido por un grupo amino (NH;) La adenina, junto con la timina.
fue descubierta en 1885 por el bioquimico aleman Albrecht Kossel

Adenosil Monofosfato ciclico: molecula formada por un nucleotido que sirve de serial
entre ¢l receptor postsinaptico y el canal por el que se mueven los iones, que a su vez
cambian el estado electrico de la neurona.

Adherencia celular: Union que presentan las celulas entre si1 o para fijarse al sustrato.
La adherencia celular requiere la presencia en la membrana celular de proteinas
especificas para la union, que a menudo se asocian entre s1 formando complejos de
union proteica  entre s1 o para fijarse al sustrato La adherencia celular requiere Ja
presencia Union que presentan las celulas entre st o para fijarse al sustrato La
adherencia celular requiere la presencia en la membrana celular de proteinas especificas
para la union, que a menudo se asocian entre si formando complejos de union proteica.
Union que presentan las celulas entre s1 o para fijarse al sustrato La adherencia celular
requiere la presencia en la membrana celular de proteinas especificas para la union, que
a menudo se asocian entre si formando complejos de union proteica.

ADN (acdo desoxirribonucleico) Un acido nucleico compuesto de dos cadenas
polinucleotidicas que se disponen airededor de un eje central formando una doble helice,
capaz de autorreplicarse y codificar la sintesis de ARN Lugar donde esta "depositada”
la informacion genetica Acido nucleico que funciona como soporte fisico de la herencia
en el 99% de las especies La molecula, bicatenaria, esta formada por dos cadenas
antiparalelas y complementarias entre si Su unidad basica, el nucleotido, consiste en
una molecula del azucar desoxirribosa, un grupo fosfato, y una de estas cuatro bases
nitrogenadas” adenina, timina, citosina y guanina

Ameba: Protozoo rizopodo unicelular que se caracteriza por su forma cambiante, puesto
que carece de pared celular, y por su movimiento ameboide a base de pseudopodos, que
tambien usa para capturar alimentos Unas especies viven libres en agua o tierra, y otras
en el intestino del hombre o de los animales

Amebaporo: Esta proteina esta formada por 4 helices alfa y existen 3 isoformas
denominadas A, B, y C, de las cuales la C es la mas activa Forma canales que permiten
el paso de iones, agua y moléculas pequeiias, lo cual aitera el equilibrio osmotico de la
célula y lleva a su lisis Ejercen actividad histolytica in vrtro contra varias lineas
celulares humanas y se localizan en vesiculas citoplasmaticas del trofozoito de
I histolytica No se ha demostrado que sean secretadas por los trofozoitos, ast que su
actividad es intracelular para digerir las celulas previamente fagocitadas. Su estructura
es muy similar a la de otras proteinas poninas
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Ameboma: Es una presentacion inusual de la amibiasis intestinal que ocurre en menos
del 1% de los pacientes con enfermedad invasora intestinal. La mayoria de los pacientes
presentan una masa intestinal que puede presentar dolor a la palpacion. En la radiografia
el ameboma se confunde con un carcinoma de colon. Una prueba serolégica o una
biopsia evitarian una Cirugia innecesaria.

Amibiasis: La amibiasis o amebiasis es una infeccion ocasionada por un parasito
protozoario unicelular lamado Entamoeba histolytica.

0 s . ~ . -
Anaerobio facultative: Es un ser vivo, que crece tanto en presencia como en ausencia
de oxigeno.

ATP (adenesin trifosfato): El principal producto quimico utilizado por los sistemas
vivientes para almacenar energia, consiste en un una base (adenina) umda a un azicar
(ribosa) y a tres fosfatos.

Bases nitrogenadas: Son compuestos organicos ciclicos, que incluyen dos o mas
atomos de nitrogeno. Son parte fundamental de los nucledsidos, nucleotidos y acidos
nucletcos. Bioldgicamente existen cinco bases nitrogenadas principales, que se clasifican
en dos grupos, bases puricas (derivadas de la estructura de la punna) y bases
pirimidinicas (denvadas de la estructura de la pirimidina). La adenina (A) y la guanina
(G) son puricas, mientras que la timina (T), la citosina (C) y el uracilo (U) son
pinmidinicas. Las cuatro primeras bases se encuentran en el ADN, mientras que en el
ARN en lugar de timina existe el uracilo. Las bases nitrogenadas son complementarias,
lo cual constituye la clave de la estructura del ADN y tiene importantes implicaciones,
pues permite procesos como la replicacion del ADN y la traduccion del ARN en
proteinas. '

Bilis. Es una sustancia liquida alcalina amanlilenta productda por el higado de muchos
vertebrados. Interviene en los procesos de digestion funcionando como emulsionante de
los acidos grasos. Su secrecion es continua, por lo que en los periodos interdigestivos se
almacena en la vesicula biliar, y se libera al duodeno tras la ingesta de alimentos. La
composicion de la bilis es la siguiente: liquido acido, neutro o ligeramente alcalino,
formado por sales biliares, proteinas, colesterol, hormonas y enzimas.

Cafeina La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantina, que también incluye los
compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar, En estado puro es un
polvo blanco muy amargo. Fue descubierta en 1819 por Ruge y descrita en 1821 por
Pelletier y Robiquet. Su férmula quimica es CsH;ioN1QO-2, su nombre sistematico es 1,3,7-
trimetilxantina o 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1 H-purina-2,6-diona.
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La cafeina es un compuesto alcaloide (del grupo de las xantinas) que actia como
estimulante en los humanos. La cafeina se encuentra principalmente en los frutos de la
planta de café, en la planta de té, en la yerba mate,- y en las bayas de guarand. En
pequefias cantidades se puede encontrar en el cacao y en la nuez de kola. En general, la
cafeina se encuentra en las semillas, hojas, y frutos de mas de 60 plantas, en las que
actua como un pesticida natural que paraliza y mata ciertas clases de insectos cuando se
alimentan de éstas.

Centrifugacion diferencial:Es el método mas comin de separacion, y es rara la
purificacion enzimatica que no lo utiliza. En este método, el tubo de centrifuga se llena
con una mezcla uniforme problema. Tras la centrifugacion se obtienen dos fracciones:
un peliet que contiene el material sedimentado y un sobrenadante con el material no
sedimentado. El método es bastante inespecifico, y a priori no se puede saber si la
particula buscada quedara en el sobrenadante, en el pellet o repartido entre ambos; sin
embargo es una técnica muy util, sobre todo para aislamiento de células y organulos
subcelulares.

Citoesqueleto: Entramado tridimensional de microtibulos y filamentos que proveen el
soporte interno para las células, anclan las estructuras internas de la misma e interviene
en los fenomenos de movimiento celular y en su division.

Colitis aguda: Los pacientes con colitis amibiana aguda usualmente se presentan con
una historia de 1 a 2 semanas de dolor abdominal, tenesmo y frecuentes evacuaciones
diarreicas con moco y sangre. Pueden agregarse otros sintomas como dolor lumbar y
flatulencia. Una minoria de los pacientes presentan fiebre, lo que contrasta con la
disenteria bacilar, y en algunos la diarrea puede causarles deshidratacion. En la mayoria
de los casos hay sensibilidad abdominal a la palpacion. En la endoscopia se observa la
apariencia caracteristica de pequefias lilceras hemorragicas con una mucosa normal entre
ellas.

Colitis fulminante: Es una complicacion inusual de la disenteria amibiana que tiene un
pronostico grave, con una mortalidad mayor de 50%. Clinicamente los pacientes se
presentan con una diarrea sanguinolenta muy severa y fiebre, seguida de una instalacion
rapida de dolor abdominal difuso. El progreso puede ser tan rapido que la rigidez
abdominal se ha presentado s6lo en un 25% de pacientes con perforacion intestinal
detectada mediante cirugia. Los nifios de menor edad tienen mas riesgo de presentar
colitis fulminante. El desarrolio clinico de la colitis fulminante estd asociado con la
extension de las ulceras hasta la serosa.

Cromatina: (del griego chroma = color) Complejo de ADN y proteinas histonicas que
en c¢élulas eucariotas se dispersa en el nucleo durante la interfase y se condensa en
cromosomas durante la meiosis y mitosis.
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Ectoplasma: Es la region periferica de la céiula, carece de granulos y es de mavor
densidad que el endoplasma En contacto directo con la membrana plasmatica Presenta
iones calcio, magnesio y potasio Presenta microtubulos y microfilamentos que forman
el citoesquleto Los microfilamentos forman la red terminal El ectoplasma es de manera
gelatinosa y se encuentra debajo de la membrana plasmatica

Endoplasma: Menos denso que el ectopiasma, se encuenira proximo al nucleo. En el
encontramos las siguientes estructuras mitocondrias, cloroplastos, centriolos, aparato de
Golgi, lisosomas, y el reticulo endoplasmatico

Entamocha histolytica; Es un parasito anaerobio eucariota protozoo con forma
ameboide, dentro del genero Entamoeba. Se pueden distinguir dos principales formas de
vida en esta especie’ el trofozoito y el quiste

Enterobacterias: Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos que fermentan la glucosa en anaerobiosis; citocromo oxidasa negativos;
reducen los nitratos a nitritos. Cuando son moviles son flagelados peritricos. Son
Ilamadas enterobacterias porque con frecuencia residen en el aparato digestivo de
animales y humanos, pero algunas especies tambien viven en la tierra y en el agua

Enzima: cualquiera de las numerosas sustancias organicas especializadas compuestas
por polimeros de aminoacidos, que actuan como catalizadores en el metabolismo de los
seres vivos Con su accion, regulan la velocidad de muchas reacciones quimicas
implicadas en este proceso El nombre de enzima. que fue propuesto en 1867 por el
fisiclogo aleman Wilhelm Kuhne (1837-1900), deriva de la frase griega en zymé, que
significa 'en fermento'

Eucariotas (del griego en — bueno, verdadero, karyon  nucleo, nuez): organismos
caracterizados por poseer celulas con un nucleo verdadero rodeado por membrana El
registro arqueologico muestra su presencia en rocas de aproximadamente 1 200 a 1500
millones de afnos de antiguedad

Factores de crecimiento: Los factores de crecimiento son un conjunto de sustancias, la
mayoria de naturaleza proteica que junte con las hormonas y los neurctransmisores
desempefian una importante funcion en la comunicacion intercelular. La funcion
principal de los factores de crecimiento es la del control externo del ciclo celular,
mediante el abandono de la quiescencia celular (GO) y la entrada de la celula en fase G|
La tuncion de los tactores de crecimiento no solo es la de estimular la proliteracion
celular mediante la regulacion del ciclo celular iniciando la mitosis, sino tambien el
mantener la supervivencia celular, estimular la migracion celular, la diferenciacion
celulare incluso la apoptosis Los factores de crecimiento desempenan su funcion a muy
baja concentracion en los liquidos corporales, del orden de los picogramos Actuan
uniendose a receptore celulares situados en la membrana celular que transmiten la sefial
del exterior al interior de la celula, mediante el acoplamiento de diferentes
proteinquinasas que se fosforilan y que activan una cascada de senales que acaba con la
activacion de uno o varios genes (transduccion de sefiales)



Fagocitesis: La fagocitosis es la accion de envolver microorganismos, particulas
extranas. restos celulares por celulas como los neutrofilos y macrotagos
(monocitoplasmas) Este es un mecanismo de defensa muy importante, particularmente
en infecciones bacterianas. Los neutrofilos y los monocitoplasmas, estan equipados con
mecanismos dependicntes e independientes de Oxigeno para matar a las bacterias Los
mecanismos dependientes de Oxigeno, incluyen el sistiema de mieloperoxidasa (MPO) y
otros sistemas que involucran la generacion de radicales libres derivados del Oxigeno
Los mecanismos independientes de Oxigeno, utilizan cambios de pH en los tagosomas y
lisosomas para destruir a los patogenos. En conjunto el MPO es el mas potente
antibacteriano celular. Despues de la fagocitosis, la NADPH oxidasa localizadas en la
membrana del leucocito convierte el oxigeno molecular en el radical superoxido El
rapido consumo de oxigeno molecular que acompana la formacion del superoxido se
denomina "explosion respiratoria” Despues el superoxido es transformado en peroxido
de hidrogeno por la superoxido dismutasa

Fagocito (del griego phagos = comilon, kytos  celula)  literalmente “celula comilona”
deriv fagocitosis, forma de endocitosis en la cual la celula rodea a particulas solidas,
bacterias o virus que son introducidas para su destruccion

Fluorescencia: Es la propiedad de una sustancia para emitir luz cuando es éxpuesta a
radiaciones del tipo ultravioleta, rayos catodicos o rayos X Las radiaciones absorbidas
(invisibles al ojo humano), son transformadas en luz visible, o sea, de una longitud de
onda mayor a la incidente En el proceso, una molecula absorbe un foton de alta energia,
el cual es emitido como un foton de baja energia (mayor longitud de onda) La
diferencia de energia entre la absorcion y la emision, es disipada como calor
(vibraciones moleculares) Todo el proceso es muy corto (millonesimas de segundo) y
este tiempo es la principal diferencia con otro conocido fenomeno luminoso, la
fosforescencia.

Galactosa: La lactosa es un disacarido formado por glucosa y galactosa La idea
original fue que en ese tejido la glucosa debia ser un precursor de la galactosa. Con las
tecnicas de esa epoca y siendo la glandula mamaria un tejido complejo, los primeros
resultados fueron confusos El Dr Leloir buscando simplificar €l problema utilizo
celulas de levadura comun cultivadas en presencia de galactosa. De esta forma pudieron
en poco tiempo aislar dos nuevas coenzimas, una estable al calor y otra sensible La
primera de ellas resulto ser glucosa 1.6 difosfato, que actua como coenzima de una
importante etapa de la glucolisis catalizada por la fosfoglucomutasa

Glucdgeno: E| glucogeno, reserva de glucosa en los animales, se almacena
principalmente en higado y musculo Su conversion a glucosa-6-fostato (G6P) para
entrar a la glucolisis, es catalizada en parte por la glucogeno fosforilasa, el camino
inverso r.e. la sintesis, se lleva a cabo por la glucogeno sintasa Estas enzimas estan
reguladas reciprocamente a traves de reacciones de fosforilacion/defosforilacion, este
proceso es el resultado de una cascada de fosfonlacion que responde a los niveles de
glucagon y epinefrina a traves del CAMP El glucogeno representa la principal forma
de almacenamiento de carbohidratos tanto en animales como en las plantas Cuando
existe una disminucion significativa de glucosa en sangre, el glucogeno es degradado
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por medio de una serie de enzimas para cubrir las necesidades energeticas de nuestro
organismo Las glucogenosis son enfermedades en donde existen deficiencias
congénitas de la mayoria de las enzimas relacionadas con el metabolismo del glucogeno,
en donde los organos mas afectados son el higado y el musculo esqueletico

Glucosa: Molecula (CeH120¢) es una aldohexosa (aldehido pentahidroxilado) y un
monosacarido La glucosa es el compuesto organico mas abundante de la naturaleza Es
la fuente principal de energia de las celulas, mediante la degradacion catabolica, y es el
componente principal de polimeros de importancia estructural como la celulosa y de
polimeros de almacenamiento energetico como el almidon, es encontrada en las frutas y
en la miel.

Glutaraldehido: Fue descubierto por David Domingo Sabatini, cientifico y medico
argentino, quien encontro que sustancia se encarga de preservar las celulas,
posibilitando su analisis en el microscopio un mayor lapso de iempo

Microtubules (del latin mrkros  pequefio, wbus — cano, conducto) Conducto hueco,
estrecho y alargado de unos 25 am de diametro. Se compone de dos subunidades de
proteinas que se alternan a lo largo del mismo, y, entre otras funciones, mueven a los
cromosomas en la division celular y proporcionan la estructura interna de cilias y
flagelos

Organelos (del griego organon — herramienta). Estructuras subcelulares que realizan
determinadas funciones (generalmente estan rodeadas por membranas y se las encuentra
en las celulas eucariotas) p ej.. mitocondrias, cloroplastos, nucleo

Pared celular: Estructura producida por algunas celulas por fuera de membrana celular,
quimicamente compuesta por quitina (hengos), peptidoglicano (bacterias) o celulosas
(plantas).

Percoll: Se trata de una suspension de particulas (5 15 nm) de acido silicico revestidas
de un derivado de pohvinilo (polivinilpirrolidona, PVP) que presenta baja viscosidad a
densidades altas, no afecta practicamente a la presion osmotica del medio y es estable a
pH comprendidos entre 5 y 10 Es soluble en solucion acuosa y estable en ellas siempre
que no haya aniones bivalentes (sulfato), especialmente a bajos pH Este compuesto es
el unico util para la separacion de microalgas marinas, ya que el percoll es estable en
cualquier proporcion de agua marina, a diferencia del resto de los posibles solutos
utilizables para la separacion de algas por gradiente de densidad El compuesto puede
ser utilizado para centnfugaciones zonales, preformando gradientes, o bien para
centrifugacion isopicnica, ya que la cemtnfugacion de percoll en rotores angulares
durante 20-30 munutos y 20,000-100,000g produce un ligero gradiente,
independientemente de la densidad inicial del percoll

Polimero(del griego polys — muchos, meros  parte) Molecula compuesta por muchas
subunidades identicas o similares

Pseudopodos del griego psendes  falso, podos  pie
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Purina (del griego purinos = centellante, 1gneo) base nitrogenada formada por dos
anillos, la adenina v la guanina son purinas componentes del ADN v el AR\

Quitina (del griego ¢/nton — tunica) Es el constitusente esencial de la pared celular de
grandes grupos de hongos (basidiomicetos. ascomicetos y zigomicetos) La umdad de la
quitina es la N-acetilglucosamina estos monomeros estan unmidos entre s1 -jgual que la
glucosa en la celulosa- mediante uniones B 1.4 glucosidicas Tambie forma esqueleto
externo de los artropodos v otros grupos amimales

Quimiosmosis El proceso por el cual se forma el AIP en la membrana interna de la
mitocondria El sistema transportador de electrones transficre protones del
compartimento interno al externo, a medida que los protones fluven nuevamente hacia el
compartimento interno la energia del movimiento es usado para agregar fosfato al ADP
para tormar ATP

Ribosomas: Pequenas organelas, compuestas de ARNr {r por ribosomico) y proteinas
Estan presentes en el citoplasma de procariotas (70s) v eucariotas (80s) Son el sino de
la sintesis proteica Esta compuesto de dos subunidades [.os nbosomas de las organelas
eucariotas (mitocondrias v cloroplasios) tienen 70 S, es decir son similares a los de los
procariotas

RNA (acido ribonucleico) Acide nucleico formado por una cadena polinucleotidica Su
nucleotido, constste en una moleculta del azucar nbosa. un grupo fostato v una de estas
cuatro bases nitrogenadas adenina. uractlo, citosina v guaning

RNA ribosomico : Lno de los tres tipos de ARN el ARNr es un componente
estructural de los ribosomas Son el “core” (parte principal) de los ribosomas 3
posiblemente la clave del mecamismo de traduccion de las protemnas Su estudio
comparativo llevo a postulacion de un Arbol Fijogenetico Universal

Simbiosts (del griego syn junto, con, hroonar  vivir) Asociacion entre dos 0 mas
organismos de diferentes especres Incluye 1) mutualismo donde la asociacion es
beneficiosa para ambos 2) comensalismo donde uno se beneficia y el otro no es danado
ni beneficrado 3) parasitismo uno se beneficia y el otro es danado

Vacuolas (del latin vacuns  vacio) espacio o cavidad citoplasmatica, rodeada por una
membrana, que se observa en celulas ammales v vegetales que remueven productos de
desechos y almacenan alimentos ingenidos Parte de los compartimentos lisosomicos de
la celula

Vesicula (del latin vesrcula = pequena vasi a) pequeno saco inracel ilar rodeado por
upa membrana
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