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RESUMEN

Héctor Gerardo Lozano Garza Fecha de Graduacion: Septiembre
2000

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo del Estudio: COMPARACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA,
FOSFOLIPASICA Y PRODUCCION DE ABSCESOS
HEPATICOS DE Entamoeba histolytica,
CULTIVADA EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
VITAMINAS.

Numero de paginas: 81 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias Veterinarias con especialidad
en Salud Animal

Area de Estudio: Biologia Celular.

Propdésito y Método del Estudio: Los microorganismos utilizan a los nuirientes
para su crecimiento, cuando estos se cultivan fuera de su habitat, se
utilizan medios de cullivo que contengan los elementos quimicos
necesarios para su Optimo desarrollo. Uno de estos elementos
esenciales son las vitaminas que pueden ser liposolubles e hidrosclubles.

En los trabajos de investigacion en E. histolytica y su relacidn con
las vitaminas 107 de Diamond, se ha encontrado que no hay diferencia
estadisticamente significativa en los rendimientos de las amibas. Hasta
la fecha, no existen reportes sobre la contribucion de las vitaminas, en la
expresion y produccion de ios factores putativos involucrados en la
virulencia de este protozoario. Por ello, en esta tesis nos propusimos
explorar el efecto de estas vitaminas con respecto a algunas actividades
liticas de E. histolytica como son: 1a actividad hemolitica, fosfolipasica y
la produccion de abscesos hepaticos amibianos.

Como paso inicial, determinamos la participacion de las vitaminas
107 de Diamond, en el crecimiento de E. histolytica cepa HM1:IMSS en
el medio PEHPS; donde encontramos lo esperado, una curva tipica de
crecimiento en presencia (PEHPSCV) y ausencia de estas vitaminas
(PEHPSV). El tiempo de duplicacién correspondid a (875 y 8.11 h), el
tiempo de generacion a (13.7 y 14.79 h), la velocidad de crecimiento a
(0.049 h' y 0.043 h'") respectivamente. Obteniendo que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre ambos tratamientos.
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Decidimos entonces analizar la actividad hemolitica de la fraccion
P30 obtenida de trofozoitos cultivados en medio PEHPSCV y PEHPSSV.
Encontramos una diferencia estadisticamente significativa de alrededor
de 2.5 veces mas la actividad hemolitica en PEHPSCV. Una relacion
similar la encontramos cuando probamos la actividad fosfolipasica del
tipo A; en ambos tratamientos, donde encontramos un incremento en la
produccion de los acidos grasos libres entre 0-150 11g y una diferencia de
2.8 veces mas actividad en PEHPSCV.

Ademas nos interesd conocer si el dafo en los higados de
Hamsters Sirio Dorados (Mesocricetus auratus), podria incrementar con
las amibas cultivadas en PEHPSCV y PEHPSSV. Las imagenes
fotograficas presentadas en esta tesis, nos permitieron observar que los
abscesos producidos por las amibas cultivadas en el medio PEHPSCV
fueron en proporcidn y tamano 3.25 veces mayores que los abscesos
encontrados en el tratamiento PEHPSSV.

Contribuciones y Conclusiones: Las actividades liticas estudiadas en esta
tesis, se comportaron en forma y proporcion similares; deduciendo que
las vitaminas 107 de Diamond pudieran estar implicadas en la
produccién de algun(os) factor de virulencia, involucrados como
cofactores enzimaticos o bien seleccionando una subpoblacion de
amibas que sea mas virulenta. El conocimiento mas profundo en la
participacion de las vitaminas 107 de Diamond permitira determinar la
contribucién especifica de éstas en los mecanismos citoliticos de E£.
histolytica.

FIRMA DEL DIRECTOR EXTERNO:

FIRMA DEL DIRECTOR INTERNO: lf %
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1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA DE LA AMIBIASIS

La amibiasis es una infeccion parasitaria ocasionada por Entamoeba
histolytica (Who Expert Comité. 1969, Eldson-Dew, R. 1968) con o sin sintomas
clinicos. Se distribuye universalmente afectando aproximadamente al 10% de la
poblacion mundial (Walsh, J. A 1986). Esta enfermedad ocupa el tercer lugar
como causante de muerte producida por protozoarios. Se estima que
anualmente ocurren 75,000 muertes por amibiasis en el mundo (Guerrant, R.L.
1986). En México es un problema importante de salud publica por su frecuencia
y mortalidad (Gutierrez, G., y Mufoz, O. 1994; Brandt, H., Perez-Tamayo, R.

1991).



Siguiendo

clasificacion recomendada por la Socliedad de

Protozoologos (Carliss, J.O. et a/.1969) y modificada posteriormente por Levine

y col. en 1980 { Levine, N. D. et al. 1980}, las amibas pueden ser clasificadas

como.

1.2. CLASIFICACION DE Entamoeba histolytica

REINO
SUBREINGC
PHYLUM
SUBPHYLUM
SUPERCLASE
CLASE
SUBCLASE
ORDEN
SUBORDEN
FAMILIA
GENERO
ESPECIE

- Protista

- Protozoa

- Sarcomastigophora
- Sarcodina

- Rhizopoda

- Lobosea

- Gymnamoebia
- Amoebida

- Acantophodina
- Endamoebidae
- Entamoeba

- histolytica

La clasificacion de las especies de Entamoeba, se basa en el numero de

nucleos en el quiste maduro. E. histolytica presenta un quiste cuadrinucleado y

es de impartancia médica, por su patogenicidad especifica para el humano.



(5]

1.3 CICLO DE VIDA

Entamoeba histolytica presenta cuatro etapas fundamentales (trofozoito,
enquistamiento, desenquistamiento y colonizacion), con las siguientes fases en
su ciclo de wvida: trofozoito, prequiste, quiste, metaquiste y trofozoito

metaquistico (Martinez-Palomo, A. 1982)

Entamoeba histolytica
cyst

B

{by P.W. Pappas and S_M. Wardrap)

Figura L. A) Micrografia de Figura 1. B) Micrografia de
trofozoitos de E. histolptica. quiste de E. histolytica .

Trofozoito. Fluctian entre 10 y 60 micras (J) de diédmetro, pero la
mayoria son de 15 a 30 (u) dependiendo de las cepas y estado de desarrollo
(Dobell, C. 1928). Los trofozoitos son células altamenie dnamicas vy
pleomorficas, cuya forma y motilidad son extremadamente sensibles a cambios
en el medio ambiente fisicoquimico La célula vegetativa se reproduce por fisién
binaria, lo que ya ha sido confirmadoe por microcinematografia (Dobell, C 1928).
Los movimientos resultan de la formacion de prolongaciones seudopodicas del

ectoplasma digitiformes, largas o anchas, o redondeadas, en el interior de las



cuales fluyen en el endoplasma. ElI movimiento puede ser continuo o
intermitente y los trofozoitos pueden moverse a una velocidad de 50 (M) por
segundo (Deschiens, R. L.1965). El protoplasma de E. histolytica se puede
dividir en: ectoplasma (periferia de los trofozoitos) y endoplasma (donde se
puede observar las vacuolas digestivas). En el centro de la masa
protoplasmatica, esta el nucleo esférico con un diametro de aproximadamente

la quinta o sexta parte de las amibas completas.

El trofozoito es microaerofilico, carece de mitocondrias y de aparato de
Golgi, vive y se multiplican por algun tiempo en las criptas del intestino grueso,
utilizando las secreciones mucosas y bacterias endémicas como alimento. (Fig.

1.A)

Enquistamiento. En condiciones naturales no se produce el
enguistamiento, esto sucede a medida que la materia fecal se va deshidratando
en la luz del colon. Los trofozoitos se condensan primeramente en una masa
esférica, formando asi el prequiste, éste Ultimo es un estadio intermediario

entre los estadios de trofozoitos y el quiste (Faust, E. C. et al. 1974).

El prequiste siempre es mas pequeno que el trofozoitos pero mas grande
que los quistes debido a las inclusiones alimenticias; su accién seudopodial es
lenta y no hay movimiento progresivo. Después de un tiempo el prequiste

empieza a secretar una cubierta delgada (pared celular) resistente, dando lugar



al quiste inmaduro habiendo una reorganizacién de la estructura nuclear

durante éste estadio (Faust, E. C. et al. 1974; Larsh, J.E.1972).

La fase quistica es el estadio infectivo de ias amibas. El quiste
usualmente es redondo, inmoévil y posee una pared celular la cual es muy
resistente a diferentes condiciones ambientales (Cleveland, R. L., Sanders, E.
P. 1930), aunque, los quistes son resistentes a las secreciones gastricas, no
pueden resistir por periodos prolongados a la deshidratacion, a temperaturas
superiores a 50 °C, a la luz solar o al agua clorinada (Kott, H. y Y, Kott. 1970),
Los quistes presentan cuatro nuicleos, producidos por dos mitosis consecutivas
del mismo, cada uno de los cuales es una réplica del nucleo original (Fig. 1. B )

(Faust, E. C. etal 1974).

Desenquistamiento. Se ha observado que los jugos gastricos debilitan
la pared celular del quiste, siendo el pH alcalino y los jugos pancreéticos los que
permiten que las amibas multinucleada o metaquistes, salga al exterior del
quiste por una hendidura de la pared y de la membrana plasmatica, envolviendo
esta ultima a cada uno de los metaquistes. Inmediatamente, el citoplasma se
divide, de tal modo que cada nucleo pasa a ser el centro de un pequefio

trofozoito metaquistico (Martinez-Palomo, A., 1982; Faust, E. C. et al. 1974).

Colonizacion. Los trofozoitos metaquisticos de E. hisfolytica, no

colonizan intestino delgado, sino que son arrastrados hacia el ciego en el



intestino grueso, donde uno o mas trofozoitos podrian invadir la mucosa o
alojarse en las criptas glandulares del intestino. Una vez que las amibas
comienzan a alimentarse y crecer, llegan a convertirse en trofozoitos normales
y se completa el ciclo de desarrollo (Martinez-Palomo, A, 1982, Faust, E. C. ef

al. 1974).

Las formas de amibiasis pueden inclurse en dos grupos. intestinal y
extraintestinal. En el primer grupo se incluyen los casos de portadores
asintomaticos y los de disenteria cronica y aguda. La amibiasis intestinal aguda
y la extraintestinal se consideran como amibiasis invasora. Esta uitima puede
localizarse practicamente en cualquier ofro érgano fuera del intestino siendo el
absceso hepatico sin duda la complicacion extraintestinal mas frecuente de la

amibiasis invasora (Faust, E. C. et al. 1974).



2. ANTECEDENTES.

2.1. VITAMINAS

La gran meta que tiene un microorganismo es crecer y dividirse; para ello
necesita duplicar el material que posee. Los microorganismos utilizan elementos
quimicos que provienen del medio ambiente para transformarlos en los

constituyentes caracteristicos que los componen, a estos compuestos quimicos

se les llama nutrientes.

Cuando los microorganismos se separan de su habitat (donde adquieren
los nutrientes) y se cultivan en laboratorios se deben usar medios de cultivo que
contengan los elementos quimicos necesarios para su crecimiento y optimo

desarrollo.

Los nutrientes que requiere un microorganismo para su crecimiento se

pueden clasificar en los siguientes grupos: 1.- Macronutrientes: carbono,

hidrogeno, oxigeno y nitrégeno_ 2.- Micronutrientes: fosforo, potasio, azufre,

magnesio. 3.- Vitaminas y hormonas. 4.- Elementos traza: zinc, cobre,

manganeso, molibdeno, cobalto.



Con respecto a las vitaminas, estas se definen como sustancias organicas
que los microorganismos deben ebtener como nutrientes y se clasifican en dos
grupos, liposolubles e hidrosclubles, estas ultimas, |1a mayor parte de ellas, son
cofactores indispensables para el buen funcionamiento de algunas enzimas. Por
lo general se requieren las vitaminas en cantidades muy pequenas. La mayoria
de los microorganismos y animales superiores conservan su energia quimica,
aprovechando Ja sintesis de estas vitaminas por otros microorganismos e
ingirtendo a estos para su obtencion, evitando de esta forma el costo
bicenergético de biosintetizar las numerosas enzimas que se requieren para

producir, mediante el metabolismo, a las vitaminas. {Horton H. R. et a/. 1995)

Actualmente existen varios medios de cultivo utilizados en el (aboratorio
para el crecimiento vigoroso y sostenido de E. histolytica en forma axénica, entre
ellos estan los medios: a) TYI-8-33 (Diamond L. S. et a/1978), b) BIS-33
(Diamond L. S. et a.1978) y ¢) el PEHPS (Said-Fernandez, S. et al. 1988). Para
el crecimiento de E. histolytica en cualquiera de estos medios, es indispensable
suplementarlos con suero de bovino, el cual aporta nutrientes necesarios, para
que las amibas puedan desarrollarse y crecer vigorosamente. Se ha observado
que los trofozoitos sin |la presencia del suero bovino en los medios de cultiva se

mueren después de tres dias en incubacion (Mata-Cardenas B. D.1998).

Por otro lado, ademas del suero en los medios de cultivo otro suplemento

que puede o no agregarsele a los medios de cultivo, son las vitaminas 107 de



Diamond (Diamond L. S. 1968; Davis, B. D. et al 1973), que consisten en: acido
p-aminobenzoico, niacinamida, hipocloruro de piridoxina, hipocloruro de
piridoxal, hidrocloruro de tiamina, paniotenato de calcio, |-inositol, cloruro de
colina, riboflavina, biotina, acido folico, vitamina D2 (calciferal), vitamina K
(menadiona bisulfito de sodio), vitamina B12, vitamina E (acetato de alfa
tocoferol).y Tween 80 (cadenas alifaticas de 18-20 carbonos). Hoy en dia, los
trabajos de investigacion que se han reportado sobre el uso en los medios de
cultivo amibianos de las vitaminas 107 de Diamond, han sido dirigidos al
crecimiento de £. histolytica, en donde se ha encontrado gue no hay diferencia
estadisticamente significativa en los rendimientos de ias amibas cultivadas en
estas condiciones. Hasta la fecha, no existen reportes sobre la contribucién de
las vitaminas, en la expresion y produccion de los factores putativas involucrados
en virulencia de este protozoario. (Mata-Cardenas B. D. y Said-Fermandez S.

1990).

2. 2. VIRULENCIA DE E. histolytica

Desde hace algunos afics se sabe que la virulencia microbiana,
incluyendo la de los protozoarios, es un fendmeno muy complejo que depende
de dos propiedades generales: a) invasividad, 6 capacidad de los agentes
patégenos para multiplicarse y causar destruccion localizada de los tejidos

invadidos por los microorganismos y b) toxigenicidad, 6 capacidad para producir
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y liberar sustancias que pueden causar lesiones a distancia (Davis, B. D. et af

1973).

La virulencia de E. histolytica, determinada por su velocidad para destruir
tejidos en animales de experimentacion, es caracteristica de cepa, y parece
depender esencialmente de la invasividad de las amibas, cuyo mecanismo
molecular aun se desconoce, donde en esta propiedad parece desempefiar un
papel importante fa citdlisis mediada por contacto (Ravdin, J. | y Guerrant, R. L.

1982: Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971).

La capacidad citolitica de los microorganismos incluyendo la de los
pratozoarios, es una propiedad que depende fundamentalmente de ia actividad
de factores conocidos genéricamente con el nombre de citolisinas, las cuales se
definen como agentes capaces de causar la destruccion de células de mamifero
o de cualquier otro origen, como consecuencia de la modificacion de la
composicién quimica y funcional de la membrana plasmética (Roa, V. G. y

Padma, M. C. 1971).

En los dltimos afios se ha concentrado la investigacién en varias
actividades citopaticas de trofozoitos enteros y extractos amibianos que podrian
estar relacionados con la virulencia amibiana: a) fagocitosis (Who Expert Comité.
1969; Ravdin, J. | y Guerrant, R. L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971). b)

leucocitotoxicidad (Who Expert Comité. 1969, Ravdin, J. | y Guerrant, R. L.
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1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971) y c) citdlisis dependiente del contacto, en
fragmentos de tejidos y en lineas celulares en cultivo (VWho Expert Comité. 1969,
Ravdin, J. Iy Guerrant, R. L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. |.
y Guerrant R. L. 1982; Vargas-Villarreal, J y Said-Fernandez S. 1984; Said-

Fernandez S., y Lépez-Revilla, R. 1982).

2.3. ACTIVIDAD HEMOLITICA DE E. histolytica.

Craig en 1927 encontrd que los cultivos poliaxénicos de E. histolytica
lisaban eritrocitos humanos y de conejo, asi como células de mucosa rectal
aisladas de gatos jovenes. Mas recientemente se encontrd, que los extractos de
trofozoitos de varias especies del género Entamoeba tienen actividad hemolitica
sobre eritrocitos de diversas especies de mamifero, la cual es caracteristica de
cepa y especie (Said-Fernandez S., y Lopez-Revilla, R. 1982). Ademas de
células en cultivo, los eritrocitos de mamifero se han utilizado ampliamente como
modelo de experimentaciéon para caracterizar citolisinas de diversos origenes,
usando como criterio de hemdlisis, la liberacién de hemoglobina. Ademas, los
globulos rojos se utilizan para definir el mecanismo de accion de numerosas
citolisinas, identificar sus receptores, o definir las modificaciones que sufren las

membranas plasmaticas durante el proceso citolitico (Lehninger, A. L. 1979).

Said-Fernandez y Lépez-Revilla en 1982 descubrieron y caracterizaron

una actividad hemolitica en extractos libre de trofozoitos de E. histolytica (Said-
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Fernandez S., y Lépez-Revilla, R. 1982). Después Prasad y col. confirmaron y
ampliaron estas observaciones (Prasad, A. K. et al. 1982). Mas tarde se observd
que este efecto hemolitico se localiza mayoritariamente en una fraccion vesicular
llamada P30 ya que es una fraccion obtenida a 30,000 x g, donde se ha
observado por microscapia elecironica, que esta fraccion consiste en
membranas selladas, posiblemente de membranas plasmaticas y de vesiculas
amibianas (Said-Fernandez S., v Lopez-Revilla, R. 1982). La actividad es
maxima en presencia de calcio 1 mM a pH 8.0 y su potencia se incrementa hasta
100 veces después de 36 h de incubacion a 37 °C (Said-Fernandez S., y Lopez-
Revilla, R. 1982). Este efecto se debe a dos componentes uno termoestable y
otro termoléabil. El primero esta constituido por acidos grasos libres y se propuso
que el segundo es una proteina con actividad fosfolipasica del tipo A. De hecho
los acidos grasos pueden ser el producto de la fosfolipasa durante |a

preincubacion (Said-Fernandez S. y Lopez-Revilla, R. 1986).

24. FOSFOLIPASAS.

A las fosfolipasas se les conoce desde hace 100 anos (Dennis, E. A
1983), pero fue hasta hace 20 que se inicid su investigacién por la importancia
que fienen en ciertos procesos bioldgicos. Se les ha encontrado tanto dentro
coma fuera de las células, es por ello que se les a denominando como enzimas
muy ubicuas (Van Den Bosch, H. 1980). La mayoria de estas forman parte

esencial de diversos procesos fisiologicos como: [) recambic de fosfolipidos en
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las biomembranas, Il} digestion en los fagosomas, I} neurotoxicidad vy
citotoxicidad en venenos muy activos de hongos, celenterados, insectos,
aracnidos y reptiles, IV) en procesos inflamatorios, V) produccién de acidos
grasos libres, a partir de los cuales, las ciclooxigenasas sintetizan
prostaglandinas, las cuales intervienen en muy diversos mecanismos de
regulacion celular (Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N, y Ansell, G. B.

1982; Rosenberg, P. 1976).

2.41 CLASIFICACION

Las fosfolipasas pertenecen al grupo de las hidrolasas y son conocidas
con el nombre genérico de esterasas (Dennis, E. A. 1983) ya que actuan sobre
los enlaces éster de los fosfolipidos (Lehninger, A. L. 1979; Dennis, E. A. 1983).

Estas enzimas se dividen en: A4, A2, B, C y D, de acuerdo con |a posicion del

éster que hidrolizan preferentemente (Fig. 1). (Lehninger, A. L. 1973; Dennis, E.

A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N, Ansell, G. B. 1982).
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FOSFOLIPASA A,

FOSFOLIPASA B

FOSFOLIPASA A,

X

FOSFOLIPASA C J ————FOSFOLIPASA D

Figura 2. Clasificacion de las fosfatidil-acil-hidrolasas, de acuerdo con la posicion en

la molécula del éster que hidrolizan,

1) Tipo Aq(EC 3.1.1.32); son aquélias enzimas que hidrolizan {a posicion
sn-1-fosfoglicerido, liberando el acido graso de la posicion 1 y un monoacil-2-
glicerofosfatido, en forma equimolar. Estas enzimas se han encontrado en
ceélulas procarioticas y eucaridticas. En general, son independientes de calcio y
requieren un pH acido 6 ligeramente neutro para su funcionamiento (Dennis, E.

A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980).

i) Tipo Az (EC 3.1.1.4); son enzimas lipoliticas que hidrolizan el acilo de
la posicion 2 de un fosfoglicérido, produciendo un acido graso y un monoacil-1-
glicero-fosfatido, en forma equimolar (Dennis, E. A. 1983). Se han aislado
aproximadamente 50 de estas fosfolipasas. Principalmente de pancreas de

mamiferos, veneno de serpientes, abejas y diversos microorganismos {Dennis,
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E. A  1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N., Ansell, G. B. 1882;
Rosenberg, P. 1976). Se les ha localizado extracelularmente en forma insoluble,
asociadas a membranas plasmaticas o lisosomales, o solubles en lisosemas y

citosol.

ll) Tipo B. Se conocen a este tipc de enzimas como enzimas gue
rompen simultaneamente los dos acidos grasos, quedando un gliceril-
fosforilcolina. Se les ha encontrado en levaduras, bacterias y hongos. Su pH

optimo es generalmente alcalino (Dennis, E. A. 1983, Van Den Bosch, H. 1980).

IV) Tipo C (EC 3.1.43); catalizan la desacifacion de diacilglicero-
fosfolipidos en 1,2-diacilglicero y fosforilcolina. Son producidas por ciertas
bacterias o estan asociadas a membrana en celulas vegetales, algas vy
levaduras (Dennis, E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N,

Ansell, G. B. 1882).

V) Tipo D (EC 3.1.4.4); catalizan la hidrélisis del enlace éster arriba del
fosfato, produciendo una molécula de colina y un 1,2-diacilgliceril-fosfatido. Este
tipo de enzimas se han encontrado principalmente en plantas, levaduras y
bacterias (Dennis, E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N.,

Ansell, G. B. 1982).
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2.5. ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA DE E. histolytica.

Desde hace algunos afios se ha estudiado intensamente a las
fosfolipasas del tipo A de los mas diversos arigenes, ya que su importancia
radica en su capacidad para desacilar fosfolipidos y producir acidos grasos libres
y fosfolisoderivados. Ambos productos se acumulan como consecuencia de una
misma reaccion, pero sus efectos son muy variados, dependiendo del origen,
localizacion y mecanismos de regulacién de las hidrolasas. Las mas estudiadas
hasta ahora son las fosfolipasas de venenoc de diversas especies de reptiles, la

gran mayoria de estas fosfolipasas son del tipo Ap. La mayoria de ellas se

potencian fuertemente con los acidos grasos libres y los fosfolisoderivados que
se acumulan por efecto de su propia actividad (Van Den Bosch, H. 1980;
Hawthorne, S. N., Ansell, G. B. 1982; Rasenberg, P. 1976; Vargas-Villarreal, J.

et al. 1995)

Por otro lado se ha observado que las fosfolipasas A de venenos de
animales, las de un gran nudmero de microorganismos patégenos y las de
linfocitos de mamifero son potentes citolisinas (Dennis, E. A. 1983; Van Den

Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N., Ansell, G. B. 1982).

A muchos de los parasitos que se caracterizan por destruir tejidos, como
las especies patdgenas de Trypanosoma (Opperdoes, F. R, y Van Roy, J.

1982), Acanthamoeba (Rosenberg, P. 1976), y Naegleria (Hysmith, M. y
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Franson, R. C. 1982) se les ha detectado actividad de fosfolipasa A, la que esta
fuertemente implicadas en la lisis celular y por consiguiente se le ha propuesto

en el mecanismo patogeénico respectivo.

Hace algunos anos se propuso que las fosfolipasas del tipo A son
posibles factores patogénicos de E. fhistolytica. En modelos in vitro de
interaccion, tanto con trofozoitos enteros como en extractos amibianos con
células susceptibles de mamifero, la actividad citolitica amibiana parece deberse
a una fosfalipasa A (Vargas-Villarreal, J. ef al. 1995) y a otros factores como el

amebaporo y proteasas (Said-Fernandez S. ef al 1986).

Mas tarde Vargas-Villarreal J. y Said-Fernandez S, encontraron gue la
fraccion P30 proveniente de exfractos de trofozaitos cultivados axénicamente de

E. histolytica (HK9), tienen dos tipos de actividades fosfolipasicas, una Aq y una

A> (Vargas-Villarreal, J. et a/. 1995).

2.5.1. METODO DE ENSAYO PARA CUANTIFICAR Y DETERMINAR

ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS.

El método que se usa con mayor frecuencia para la cuantificacion de la
actividad fosfolipasica es el radioensayo, que se basa en la separacion por
cromatografia en placa fina de los productos de hidrolisis y del substrato no

hidrolizada, marcado con radioisétopos en sitios especificos. Después se
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cuantifica la radiactividad en las manchas lipidicas carrespondientes de los
productos de hidrdlisis y esta es proporcional a la actividad fosfolipasica
expresada como nanomoles de fosfolipido hidrolizado por minuto (Vargas-
Villarreal, J. et al. 1995). El radioensayo permite también clasificar con precision
el tipo de fosfolipasa en estudio, dependiendo de la localizacion de la marca
radiactiva en los fosfolipidos y en los productos de hidrolisis (Vargas-Villarreal, J.

et al. 1995).

2.6. ABSCESOS HEPATICOS AMIBIANOS

La amibiasis extraintestinal, se caracteriza por la invasion de las amibas,
al intestino grueso, donde por via porta comunmente llegan al higado y se
establecen, produciendo dano localizado a [os hepatocitos y de esta forma con el
dafio permanente se produce un absceso hepatico amibiano, si las amibas no se
combaten en este punto, estas podrian invadir otros organos y producir dano en

pulmén, cerebro, bazo, piel, etc. (Martinez-Palomo, A. 1989).

En personas adultas el absceso hepatico es mas frecuente en hombres
que en mujeres, mientras que en nifios prepuberes no hay diferencia estadistica

significativa de la enfermedad seglin el sexo.

Por otro lado, se ha observado que en las autopsias, realizadas a los

sujetos con absceso hepatico amibiano, solo el 10% no tuvieron colitis ulcerativa
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amibiana. En tales casos se supone que la enfermedad intestinal habia sido
autolimitada o que se habia curado por un tratamiento demasiado ligero para

resolver a la complicacion hepatica (Martinez-Palomo, A. 1989).

Ademas, uno de los métodos para medir virulencia en E. histolytica ha sido
evaluando el dafio producido por las amibas inoculadas directamente en higado

de hamster (Kretschmer, R. R. 1994).

Macroscépicamente un absceso hepatico amibiano es un area bien
delimitada donde el parénguima del higado estd completamente reemplazado
por material necrotico de color amarillento y de consistencia cremosa,
generalmente rodeado por un anillo de tejido hepatico congestivo. El material
necrolico puede ser solido blando o semiligquido; frecuentemente es espeso y
algo mucoide. La parte liquida del area necrética se encuentra en el centro del
ahsceso, mientras que la parte solida se adhiere a la superficie interna de la

cavidad (Martinez-Palomo, A. 1989).

El tamafio del absceso hepatico varia de lesiones puntiformes hasta

masas de material necrofico que puede sustituir hasta el 0% del higado normal.
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2.7. HIPOTESIS

Es posible que la presencia de las vitaminas 107 de Diamond en el
crecimiento de los trofozoitos de E. histolytica puedan contribuir en un aumento
en la actividad hemolitica y fosfolipasica producida por la fraccion vesicuiar P30
y la produccion de abscesos hepaticos en hamsters por los trofozoitos

amibjanos.

2.8 OBJETIVO GENERAL

Comparar la actividad hemolitica, fosfolipasica y la produccion de
abscesos hepaticos de trofozoitos cultivados en presencia y ausencia de

vitaminas 107 de Diamond.

2.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

E! presente trabajo se dividié en los siguientes nueve objetivos especificos:
1) Material biologico utilizado que consistic en: a) cultivo axénico de la cepa
HM1; b) obiencion de los eritrocitos de rata de la cepa Sprague Datley; c)
mantenimiento y reproduccion de los hamsters sirio dorados (Mesocricetus
auratus). 2) El mantenimiento de las cepa de referencia de £. fisfolytica cepa
HM1:IMSS, en presencia (PEHPS-CV) y ausencia (PEHPS-SV) de vitaminas

107 de Diamond. 3) La obtencién de la fraccién vesicular P30 de las cepa
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HM1:IMSS cultivadas en PEHPS-CV y PEHPS-SV. 4) Determinacion de los
parametros de crecimiento de las amibas cultivadas en PEHPS-CV y PEHPS-
SV. §) La cuantificacién y comparacion de la actividad hemalitica de la fraccion
P30 obtenida en PEHPS-CV y PEHPS-SV, en cuanto al tiempo y la dosis
necesarias para obtener DHsp. 6) La determinacion y comparacion de la
actividad fosfolipasica del tipo A; de la fraccion P30 en cuanto al tiempo y dosis
en PEHPS-CV y PEHPS-SV. 7) Reproducir y mantener a los hamster Sirio
Dorados. 8) Determinar el grado de patogenicidad de las amibas cultivadas en
PEHPS-CV y PEHPS-SV estimadas por sus capacidades para producir
abscesos hepaticos en hamster y 9). Andlisis estadistico de los resultados

obtenijdos.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1.- MATERIAL BIOLOGICO.

3.1.1, CULTIVOS AXENICOS DE E. histolytica DE LA CEPA

HM1:IMSS.

Esta cepa proviene del cepario del Dr. Salvador Said Fernédndez del
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigaciones

Biomédicas del Norests IMSS.

Conservamos la cepa de referencia mediante subcultivos en el medio
PEHPS, ademas de los cultivos masivos de amibas en suspensian (Said-
Fernéandez, S. y Mata-Cérdenas, B. D, 1992) en volumenes de hasta 2 litros.
Llevamos dos grupos de referencia de la cepa HM1:IMSS. El primero consistié
en anadir al medio PEHPS 250 pl de vitaminas 107 de Diamond por cada 10 mf
de medio y a este grupo lo llamamos PEHPS-CV; y al segundo grupo le

afiadimos 250 pl de SSB al cual llamamos PEHPS-SV.
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3.1.2. OBTENCION DE ERITROCITOS DE RATA DE LA CEPA

Sprague Dawley.

Anestesiamos a la rata por via intraperitoneal, con una solucion de 0.063
g/ml de pentobarbital sbdico de uso veterinario (Smithkline Norden, México),
con jeringa desechable de 1 ml y aguja calibre No. 25 a una dosis de 3 a 5
mg/100 g de pesa corporal. Con esta dosis inducimos una anestesia profunda
en 10 minutos, y con una duracion aproximada de una hora. Procedimos
entonces a rasurar el vientre y desinfectamos el area con una solucidn acuosa
de cloruro de benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después colocamos
campo estéril y con tijeras realizamos laparotomia exploratoria exteriorizando y
rechazando hacia la derecha las asas intestinales y de esta forma visualizar la
arteria aorta descendente. Colectamos fa sangre y la diluimos con un volumen
igual de solucion de Alsever, mediante puncion adrtica con aguja calibre No.20.
Inmediatamente después del sangrado obtuvimos los eritrocitos con tres
lavados de la sangre por centrifugacion (9 min. a 600 x g y 4 °C); los dos
primeros lavados se hicieron con PBS (solucion amortiguadora de fosfatos:
NaCl 6.5 g; K:HPO4 2.8 g; KH2PO4 0.4 g en 1000 ml de agua a pH 7.0) y el
tercero con SSB (solucién salina balanceada de Hanks: CaCl; 0.0175 g;
Glucosa 0.1 g; NaCi 0.72 g; KC| 0.4 g, MgS04 0.02 g; Trizma base 0.012 g en
100 ml de agua a pH 8.0 con una osmolaridad de 290 mOsm/Kg). Después de
cada cenfrifugacion eliminamos por aspiracion el sobrenadante liquido y el

sedimento blanco (leucocitos) depositados sobre la pastilla de eritrocitos.
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Fraccionamos los paquetes celulares en alicuotas de 1 ml y los almacenamos a

4 °C hasta por una semana,

3.1.3. MODELO EXPERIMENTAL /N VIVO.

Como modelo experimental para producir amibiasis hepatica, utilizamos
hamsters sirio dorados (Mesacricetus auratus), machos recién destetados, con
un peso de 4060 g(Kretschmer, R. R. 1994) los cuales fueron criados y

mantenidos en €l bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste.

3.1.4, METODO PARA LA OBTENCION DE CRIAS DE HAMSTER A

NIVEL DEL BIOTERIO.

Utilizamos hamsters jovenes adultos en edad reproductora de 6 a 8
semanas con un peso de entre 80 y 100 g. El sistema reproductivo que usamos
para la obtencién de crias fue el sistema poligamico harén en el cual se
aparean, un grupo de 5 hembras con 2 machos por un periodo de 8 a 12 dias,
después de este tiempo retiramos a las hembras, y las alojamos en jaulas
individuales donde de 4 a 15 dias después iniciaron el parto, una hembra
puede parir en promedio entre 5 y 10 crias. Las crias al nacer son poco
desarrolladas y exigen temperaturas elevadas, por tal motivo las hembras
construyen un nido, denominado " nido maternal *, en el cual se inicio el parto. A
la semana de nacidas las crias, fueron sexadas y mantenidas en lactacion por

un periodo de 26 a 28 dias, después de este periodo, las separamos en dos
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grupos de machos y hembras, de 25 animales por jaula, formando asi los
grupos que mas tarde utilizamos para los experimentos planteados en este

proyecto de tesis (Harkness, J. E y Wagner, J. E. 1980).

3.2.- TROFOZOITOS ENTERQS.

Incubamos las cepas HM1:IMSS de E. histolytica a 37 °C en los medios
PEHPS-CV y PEHPS-SV. Antes de cada resiembra observamos |os cultivos en
un microscopio invertido para comprobar el buen aspecto morfologico y la
movilidad de las amibas. Después sumergimos suavemente, botellas o tubos en
agua-hielo por 10 min, los agitamos suavemente determinando la concentracion
amibiana con un hemacitdémetro e inoculamos un nuimero conocido de amibas
en tubos o botellas conteniendo medio PEHPS-CV o PEHPS-SV. Cosechamos
las amibas mediante enfriamiento en agua-hielo por 10 min y las centrifugamos

a600 x g por 10 min. a 4 °C y las lavamaos con SSB.

3.3. FRACCION SUBCELULAR P30

Resuspendimos los trofozoitos provenientes de cada medio de cultivo en
presencia y ausencia de vitaminas y las lavamos con dos volumenes de
amortiguador SSB agitando suavemente con pipeta Pauster y homogeneizamos
con 100 golpes de un homogeneizador tipo Elvehjem-Potter de borosilicato con

émbolo de tefidn (Bellco, Glass Inc. N. Y. EUA) activado con un motor eléctrico
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a 1000 rpm. Después de este tratamiento centrifugamos el extracto total a 135 x
g por 15 min obteniendo un sedimento, la fraccidn nuctear (N) y el sobrenadante
correspondiente, a este ultimo lo centrifugamos a 30,000 x g por 30 min. El
sedimento corresponde a la fraccion P30, la CL’J(al la resuspendimos con un

volumen de amortiguador de SSB y la guardamos a — 70 °C hasta su uso.

Durante este proceso, manipulamos todas las muestras a 4 °C. (Fig.3)

AMIBAS LAVADAS
EN SSB
homogeneizacion
EXTRACTO TOTAL ( ET)
Centrifugacién por 15
min.

N |
SEDIMENTO 1 SOBRENADANTE 1
( FRACCION
NUCLEAR Centrifugacién
DESECHADO) por 15 min. a

30000 x¢g
(SIE;)J“;ER‘:E%IZON SOBRENADANTE 2
VESICULAR ) (830, DESECHADO)

Figura 3. Obtencion de las fracciones subcelulares amibianas.
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3.4.- DETECCION DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE TROFOZOITOS

DE E. histolytica CULTIVADOS EN PEHPS-CV Y PEHPS-SV.

Mantuvimos a los trofozoitos en los medios de cultivos PEHPS-CV y
PEHPS-SV, resembrando estos, en cada medio a 3 tubos a la vez, del mejor
inoculamos 1,000 amibas por ml @ cada uno de los tres nuevos tubos con
medio PEHPS-CV o PEHPS-SV fresco respectivamente. Conservamos los de
la pendltima resiembra hasta comprobar el crecimiento de las amibas y la
ausencia de contaminacion en los cultivos recién sembrados. Para determinar
los parametros de crecimiento realizamos curvas de crecimiento, donde
resembramos 28 tubos conteniendo 10 ml de medio PEHP, 1 ml| de suero
bovino, 1,000 amibas por ml y 250 pl de vitaminas 107 de Diamond (PEHPS-
CV). Por otra parte resembramos otros 28 tubos en las mismas condiciones
arriba descritas pero con la diferencia que le agregamos 250 pl de SSB
(PEHPS-SV), en lugar de las vitaminas 107 de Diamond. Los tubos los
incubamos a 37 °C y cada 24 horas tomamos 4 tubos de cada grupo, los
pusimos en agua-hielo por 10 min y con un hemacitometro sacamos la
concentracion de amibas por ml, esto lo hicimos por 7 dias. Con los datos
obtenidos los procesamos por regresion lineal, para obtener los parametros de
crecimiento como: tiempo de duplicacion, tiempo de generacion y velocidad de
crecimiento. La regresion lineal se realizd a partir de la distribucién del nimero
de amibas (variable dependiente) y con respecto al nimerc de dias (variable

independiente) entre 0 a 7 dias, donde obtuvimos 3 fases de la curva de
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crecimiento (adaptacién, logaritmica y la fase estacionaria). De la fase
logaritmica en proporcién lineal se aplicé el analisis estadistico de regresién

lineal para determinar los parametros de crecimiento antes mencionados.

3.5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA.

Determinamos la actividad hemolitica mediante la liberacién porcentual de
hemoglobina. En tubos de polipropileno (Eppendorf de 1.5 ml) con 25 pl de
eritrocitos de rata al 2%, ajustamos los volumenes de las mezcias de ensayo a
50 pl con SSB (control negativo), fraccidon P30 obtenida en medio PEHPS-CV o
PEHPS-SV y las incubamos a 37 °C en un bafo de agua poar tiempos variables.
Al cabo de los cuales anadimos 1 mi de PBS, centrifugamos los tubgs por 9
min. a 600 X g, en una centrifuga (Beckman de 12 plazas) y medimos |a
absorbancia de los sobrenadantes a 415 nm. La determinacion de la actividad
hemolitica de la fraccidn P30 (fraccion con mayor actividad hemolitica 84%) se
obtuvo, mediante la liberacion porcentual de hemoglobina. La absorbancia de
los lisados de eritrocitos de rata es méxima a 415 nm. Calculamos la liberacion
parcentual de hemoglobina de la fraccion subcelular P30 (150 ug de proteina
total). Dividimos el promedio de las absorbancias contra la liberacion de
hemoglobina (obtenida por choque hipotonico con agua destilada —control

positivo-), multiplicada por 100.
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Graficamos el porcentaje de hemoglobina liberada contra {a concentracion
de las P30 obtenidas PEHPS-CV y PEHPS-SV y obtuvimos curvas sigmoides
en cuyas regiones lineales determinamos por interpolacion la dosis hemolitica

media (DHso).

3.6.- METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA,

Determinamos la actividad fosfolipasica del tipo A, basandonos en el
método descrito por Vargas-Villarreal J. y col. (Vargas-Villarreal, J. et al. 1995),
que consistié en: determinar los productos de hidrolisis (acidos grasos liberados
(AGL) y lisofosfatidilcolina (LFC)} del 2-palmitoil-[2-paimitoil **C]fosfatidilcolina
(['“CJFC). Este substrato esta marcado en el carbén 1 del &cide palmitico
esterificado en la posicién 2 del glicerol, considerando gque si la radiocactividad
se localizaba en las manchas cromatograficas correspondientes a [“*CJLFC,
pero no en las de ["CJAGL, la enzima seria del tipo A;. En el caso contrario
estas corresponderian a una fosfolipasa del tipo Az Los lipidos marcados
fueron diluidos con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a una concentracion
especifica de 1800 uCi/mole y solubilizadas en presencia de 0.4 % de Triton X
100. Estas mezclas fueron diluidas 1:1 con la fraccion P30. El ensayo final (0.02
ml) contiene: 100 mM de Tris-HCL, pH 8.0, 0.138 mM de FC, 0.2% de Tritdn X
100, 1 mM de calcio y la muestra. Después de tiempos variables de incubacion
o concentraciones diferentes de proteinas, la reaccion fue parada con 25 ul de

una mezcia de FC (0.75 mg/ml), AGL (1 mg/ml), LFC (1 mgiml) en TCA-butanol
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(6 %), agitamos los tubos en un vortex. Determinamos la radioactividad
presente en ias manchas correspondientes a FC, LFC y AGL, separadas
mediante cromatografia en placa fina (Vargas-Villarreal, J. et al 1995).
Aplicamos 25 pl en placas cromatograficas de silica gel; separamos los lipidos
utilizande un disolvente para lipidos no polares como son el
cloroformo: metanol:acido acético:agua (170:40:16:8). Después colocamos las
placas en una camara saturada con vapores de yodo, con lo cual las manchas
lipidicas se revelaron como puntos amarillos o cafés sobre el fondo blanco
(Skipsky, J. P. y Barclay, M. 1969). Finalmente mezclamos cada mancha
lipidica con 5 ml de mezcla para centelleo liquido (2-5 difeniloxazole PPO, 6%
en tolueno) en viales de borosilicato de 20 m! de capacidad. Hicimos |a
cuantificacion en un espectrofotometro de centelleo liquido (Beckman
Instrument, modelo Tri-Carb 1600 TR Packard A camberra Company. (Vargas-

Villarreal, J. et al. 1895)

3.7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Determinamos la concentracion de proteinas en la fraccion P30
amibianas (muestras particuladas) mediante el método de Lowry y col. (Lowry,

0. H. ef al. 1951).
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3.8. INDUCCION DE ABSCESOS HEPATICOS PRODUCIDOS POR

TROFOZOITOS DE E. histolytica CULTIVADOS EN PEHPS-CV Y PEHPS-SV.

Utilizamos hamsters Sirio Dorado (Mesacricetus auratus). Inoculamos
10° trofozoitos crecidos en medio PEHPS-CV o PEHPS-SV a cada hamster,
utilizando 25 machos hamster por cada grupoe. Anestesiamos a los animales par
via intraperitoneal, con una solucidon de 0.063 g/ml de pentobarbital sddico de
uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa desechable de 1 ml y
aguja calibre No. 25 en dosis de 6.3 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis
inducimos una anestesia profunda en 10 minutos, y con una duracion
aproximada de una hora. Procedimos entonces a rasurar el vientre del hamster
y desinfectamos el érea operatoria con una solucién acuosa de cloruro de
benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente despues colocamos campo estéril y con
tijleras realizamos una pequefa incision en abdomen de 1.5 cm en la linea
media, por abajo del apendice xifoides del esternon, exponiendo el higado.
Inoculamos a cada Hamster 10° amibas, suspendidas en 0.1 ml de medio
PEHP basal, directamente en el idébulo ventral del higado, con una aguja calibre
No. 25. Después de la inoculacion hicimos hemostasia en el punto de la
inoculacion con gelfoam esponja estéril hemostatica (Upjohn), y suturamos {a
incision, mediante surgete continuo con candado, abarcando los planos
peritoneal muscular y cutaneo, con seda estéril calibre 000.(Gonzélez-Galza.

M.T. et al. 1996).
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La evaluacién de las lesiones hepaticas la realizamos 7 dias después de
la inocutacion, mediante una laparotomia exploratoria, practicada a cada animal
de cada grupo. Para demostrar la presencia de los trofozoitos vivos en los
abscesos hepaticos, tomamos piezas del tejido afectado de 0.5 cm y las
pusimos directamente en el medio de cultivo PEHPS. Después de 72 h.
observamos los tubos bajo €l microscopio invertide para confirmar la presencia

de los trofozoitos vivos.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO EMPLEADO EN ESTA TESIS.

Analizamos estadisticamente, los resultados obtenidos en las secciones
anteriores, donde utilizamos prueba exacta parametrica como: Regresion lineal,
ANOCOVA (Analisis de covarianza para pendientes e intersectos) y T de
Student (para comparar medias). De tas pruebas no paraméfricas usamos la
Prueba exacta de Fisher's para comparar el danos producido por ambos
tratamientos (PEHPS-CV y PEHPS-SV) en la induccion de los abscesos

hepaticos en los hamster Sirios Dorados. (Dawson B y Trapp R. G. (1993).



4. RESULTADOS

4.1. CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA HM1:IMSS CULTIVADA EN

PRESENCIAY AUSENCIA DE VITAMINAS 107 DE DIAMOND.

Desde hace muchos anos se han utilizado las vitaminas 107 de Diamond
como un suplemento nutricional en Jos cultivos de E. histolytica. Todos los
trabajos anteriores se han basado en discernir si estos componentes son
esenciales para el crecimiento de las amibas en presencia de las vitaminas.
Hasta la fecha no se han encontrado datos que sustenten que las amibas
requieran estos factores para su crecimiento, pero esta hipotesis no se ha

aplicado a factores de virulencia de las amibas, como se baso esta tesis.

Por lo anterior, decidimos explorar con mayor profundidad el efecto de
las vitaminas 107 de Diamond y su participacién en algunos parametros que

son considerados como factores de virulencia.

Como paso inicial, determinamos algunos factores de crecimiento de la
cepa HM1:IMSS, cultivadas en el medio PEPHS, en presencia (PEHPS-CV) y

ausencia (PEHPS-SV) de vitaminas 107 de Diamond. La (Fig.4) corresponde a
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una curva tipica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS en medio PEHPS-CV y

en medio PEHPS-SV.

Las funciones que encontramos en la fase exponencial de crecimienio en
el medio PEHPS-CV correspondid a la siguiente ecuaciéon. numero de
amibas/ml = 0.04974 (120) + 7.00836 correlacion con la recta r’= 0.987

En el medio PEHPS-SV correspondio a la siguiente ecuacion: numero de

amibas/ml = 0.04302 (120) + 6.9592 correlacion con la recta r? = 0.983

A partir de cada ecuacion determinamos un tiempo de duplicacion de
8.75 h, un tiempo de generacion de 13.7 h y su velocidad de crecimiento fue de
0.049 h™' en las amibas en el medio PEHPS-CV. En las amibas cultivadas en el
medio PEHPS-8V encontramos un tiempe de duplicacion de 8.11 h, un tiempo
de generacién de 14.79 h y una velocidad de crecimiento de 0.043 h''. Con
estos resultados observamos lo ya reportado por otros autores (Mata-Cardenas
B. D. y Said-Ferndndez S. 1990) que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre la presencia y ausencia de vitaminas 107 de Diamond en el
crecimiento de las amibas. Estos parametros de crecimiento nos sirvieron
ademas para definir tanto el inoculo como los dias de cultivo necesarios para
obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones

fisiclégicas.
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Figura 4. Relacion temporal del crecimiento de la cepa HM1 en medio PEHPS-CV
y PEHPS-SV. Inoculamos por triplicado 1,000 amibas por mililitro en tubos con 10 ml
de medio PEHPS, 1 ml de suero bovino y 250 pl de vitaminas 107 de Diamond PEHPS-
CV (O) 0 250 pul de SSB PEHPS-SV (®). Después de diferentes tiempos de incubacion
a 37 °C determinamos la densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto
corresponde a cuatro determinaciones en dos experimentos independientes.
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4.2. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LA
FRACCION P30 OBTENIDA DE AMIBAS CULTIVADAS EN

MEDIO PEHPS-CV Y PEHPS-SV.

La actividad hemolitica de las fracciones de P30 abtenida en los medios
PEHPS-CV y PEHPS-SV fueron dependientes tanto del tiempo de incubacién
como la dosis. Estas fracciones con respecto al tiempo, encontramos que no
existe un periodo lag en ambos tratamientos. En la P30 obtenida en PEHPS-
CV encontramos que el porcientc de hemoglobina liberada se incrementd
linealmente en funcion al tiempo de incubacion alcanzando un maximo a los 60
min. A los 23.8 min. se logra el 50% de liberacién de hemoglobina (Fig. 5). Con
la P30 obtenida en el medio PEHPS-SV, encontramos una curva sigmoidea
donde observamos que el 50% de hemoglobina liberada fue a los 63 min. de
incubacion. La P30 de PEHPS-CV, fue 2.65 veces mas activa que la P30
obtenida en PEHPS-SV. Para fodas las determinaciones usamos 150 pg de
P30. En las curvas dosis-respuesta encontramos que la liberacion de
hemoglobina se incrementa en forma proporcional con concentraciones
crecientes tanto con P30 obtenida en PEHPS-CV como en PEHPS-SV (Fig. 6).
La DHsg correspondid a 53.5 y 130 g respectivamente. La P30 de PEHPS-CV

fue 2.43 veces mas activa que la obtenida en PEHPS-SV.
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Figura 5. Relacién temporal de la actividad hemolitica de P30 obtenida en PEHPS-
CV y PEHPS-8V. A tiempos variables de incubacion determinamos el porciento de
hemoglobina en mezclas de ensayo con 25 pl. de eritrocitos de rata al 2 % y 150 pg. de
proteinas de las fracciones P30 obtenida en PEHPS-CV (O) o PEHPS-SV (®). Todas
las determinaciones se hicieron en las mismas condiciones y se incubaron durante el
tiempo de hasta 60 min. indicado en la grafica. Después de cada tiempo afiadimos a
cada mezcla 1 ml de PBS, centrifugamos los tubos a 600 x g por 9 min, a 4 °C. y
medimos la absorbancia de los sobrenadantes para determinar el porciento de
hemoglobina liberada con respecto a la de un nimero equivalente de eritrocitos lisados
por choque hipoténico. Los simbolos corresponden al promedio y desviacion estandar
de 8 determinaciones en dos experimentos independientes.
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Figura 6.- La fraccion P30 obtenida é’n PEHPS-CV y PEHPS-SV presentan ¢
actividad hemolitica dependientes de la dosis. Después de 60 min. de incubacién a
37 °C. determinamos el porciento de hemolisis en mezclas de ensayo con 2% de
eritrocitos de rata y cantidades variables de P30 obtenidas éh PEHPS-CV (O) y PEHPS- t
SV (®) suspendidas en 25 ‘ul. de SSB. Cada simbolo corresponde al promedio y -
desviacion estandar de ocho determinaciones en dos experimentos independientes.
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4.3. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA DEL
TIPO A; DE LA FRACCION P30 OBTENIDA DE AMIBAS CULTIVADAS

EN MEDIO PEHPS-CV Y PEHPS-SV.

Después de los resultados obtenidos en la hemdlisis, nuestro siguiente
paso fue determinar y cuantificar la presencia de actividad de fosfolipasa del
tipo Az en las P30 obtenidas en PEHPS-CV y PEHPS-SV: Esta actividad es
considerada como otro parametro para medir la virulencia amibiana. Por ello
nos propusimos cuantificar la actividad de fosfolipasa del tipo Az en las P30. Al
incubar a 37 °C. por tiempos variables con 150 pg. de proteina total de P30 de
PEHPS-CV (0) y PEHPS-SV (@), encontramos que la liberacion de ["*C]AGL
(correspondiente a la actividad fosfolipasica de tipo As) en ambas P30's se
incremento linealmente en funcion del tiempo de incubacion (Fig. 7). También
observamos que l|a radioactividad obtenida en las manchas cromatograficas de
la P30 de los trofozoitos cultivados en el medioc PEHPS-CV fue 2.75 veces

mayar que la P30 obtenida en PEHPS-SV.
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Figura 7.- Relacion tempaoral de Ia actividad fosfolipasica de P30 gbtenida de los
medios PEHPS-CV y PEHPS-SV. A tiempos vanables de incubacion a 37 °C.
determinamos la actividad fosfolipasica de P30 obtemida de trofozoitos en los medios
PEHPS-CV (O) y PEHPS-SV (®). Cuando en las mezclas de ensayo usamos como
substrato 4 pCi de {“C]FC(z) y 150 pg. de proteina total de P30, suspendidas en SSB.
Después de la incubacion separamos los productos de hidrélisis mediante cromatografia
en placa fina y las cuantificamos en un contador de centelleo liquido. Los simbolos
corresponden a ['“C]AGL. Los puntos corresponden al promedio y desviacion estandar
de 8 determinaciones en 2 experimentos independientes.



4]

Una vez que conocimos la dependencia del tiempo en la actividad
fosfolipasica de la P30 obtenida en ambos medios PEHPS-CV y PEHPS-SV;
nos propusimos cuantificar estas actividades de las P30 con respecto a la
dosis. Donde encontramos que la P30 se incrementaron linealmente con
respecto a diferentes concentraciones de proteina entre 0 y 100 pg. de proteina
total, sin ninguna diferencia estadisticamente significativas entre ambas P30,
pero con 150 pg. de proteinas observamos que la P30 proveniente de PEHPS-
CV fue 2.8 veces mayor su actividad que la P30 obtenida del medio PEHPS-SV

(Fig. 8).
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Figura 8.- Relacion entre la cantidad de proteina total de P30 obtenida de los
medios PEHPS-CV y PEHSSYV y la liberacion del ["*CJAGL. Determinamos la
actividad de fosfolipasa usando una mezcla de ensayo con 4 uCi de ['“C] FC(2) y
concentraciones variables de proteinas de P30 obtenidas de los medios PEHPS-CV (0)

y PEHPS-SV (®). Después de 150 min. de incubaciéon a 37 °C. determinamos la
radioactividad correspondiente a la mancha lipidica de ['“C]AGL después de separar los
productos de hidrolisis mediante cromatografia en placa fina. Los simbolos
corresponden al promedio y desviacion estandar de 8 determinaciones en 2
experimentos independientes.



43

4.4. CAPACIDAD DE LAS AMIBAS CULTIVADAS EN PEHPS-CV Y PEHPS-
SV PARA PRODUCIR ABSCESOS HEPATICOS EN HAMSTERS.

El aspecto de los abscesos hepaticos de los hamsters, inducidos por los
trofozoitos de E. histolytica cultivados en los medios PEHPS-CV y PEHPS-SV
fueron de apariencia granulosa, y ocuparon la mayor parte del lébulo ventral,
sitio donde se inocularon los trofozoitos de ambos medios de cultivo. El tamario
de los abscescs en promedio de los frofozoitos provenientes del medio
PEHPS-CV fue de 2.8 cm ancho por 2 cm de largo. Ademas observamos que
la lesion invadié también en algunos casos el l6bulo dorso—cauda;l izquierdo del

higado afectade (Fig. 9)

3. Syt

MRl it e Sy s

Figura 9.- Produccién de abscesos hepaticos en hamsters con trofozoitos cultivados
en medio PEHPS-CV. Cosechamos los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento
Ajustamos la concentracion a 10° trofozoitos en 01 ml de medio basal PEHP
[noculamos esta suspension en el lobulo ventral del higado de cada hamster
Analizamos los resulitados después de 7 dias Los datos corresponden a grupos de 25
animales por grupo
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En contraste el tamario promedio de los abscesos producidos por |0s
trofozoitos obtenidos en el medio PEHP S-SV fueron de 0.85 cm de ancho y

0 60 cm de largo. (Fig 10)

Figura 10.- Produccién de abscesos hepaticos en hamsters con trofozoitos
cultivados en medio PEHPS-SV. Cosechamos los trofozoitos en fase exponencial de
crecimiento . Ajustamos la concentracion a 10° trofozoitos en 0.1 ml de medio basal
PEHP Inoculamos esta suspension en el 16bulo ventral del higado de cada hamster
Analizamos los resultados despues de 7 dias. Los datos corresponden a grupos de 25
animales por cada grupo.

Los trofozoitos cultivados en medio PEHPS-CV y PEHPS-SV fueron
capaces de producir abscesos hepaticos en hamsters en un 88 % y 60 %
respectivamente (Tabla [). El analisis estadistico demostréo una diferencia
significativa {p < 0.05) cuando se compararon los dos tratamientos La forma,

aspecto y tamano de los abscesos inducidos con trofozoitos culttivados en

PEHPS-SV produjeron abscesos localizados cerca de la zona del inoculo y su
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tamano fue notablemente menor (3.27 veces) que los abscesos producidos por

las amibas cultivadas en el medio PEHPS-CV (Fig. 9y 10).

TABLA . Relacion_de animales que presentaron abscesos hepaticos

amibianos

MEDIOS No. POSITIVOS/No. TOTAL PORCENTAJE
PEHPS-CV 22 {25 88 %
PEHPS-SV 15 { 25 60 %

Estos resultados fueron evatuados por analisis estadistico no
paramétrico por medio de [a prueba exacta de Fischer’s donde

encontramos una diferencia significativa de P < 0.05



5. DISCUSION

La virulencia de los microorganismos, incluyendo la de los protozoarios es
un fenémenc muy complejo que depende de dos propiedades generales:
invasividad y la toxigenicidad (Davis, B. D. et al. 1973). La virulencia de E.
histolytica (cuyos mecanismos patogénicos se desconocen en gran parte),
parece depender fundamentalmente de su invasividad ya que sus efectos
destructivos se llevan acabo por su gran capacidad para proliferar y destruir ios
tejidos del huésped (Davis, B .D. et al. 1973, Ravdin, J. 1 y Guerrant, R. L.
1982). En los Ultimos afos se han propuesto las siguientes cinco etapas como
constituyentes probables en una parte importante de |os mecanismos
patogénicos de las amibas, y que pueden analizarse cuantitativamente in vitro,
estas son: quimiotaxis (Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. vy
Guerrant R. L. 1982), adhesion a las células blanco por lectinas especificas
(Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. |. y Guerrant R. L. 1982), citolisis
por contacto (Ravdin, J. | y Guerrant, R. L. 1982; Vargas-Villarreal, J y Said-
Fernandez S. 1984; Said-Fernandez S., y Lopez-Revilla, R. 1982; Said-
Fernandez S, af e/ 1986), fagocitosis (Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971;
Ravdin, J. | y Guerrant, R. L. 1982) y degradacion intracelular (Roa, V. G. y

Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. | y Guerrant, R. L. 1982).
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En nuestro grupo estamos interesados en estudiar los posibles factores
involucrados en la citdlisis por contacto de estos parasitos, sobre las células
blanco. Desde hace algunos afos se ha propuesto que |a presencia de
actividades biolégicas asociadas a membrana o liberadas al medio de cultivo,
podrian estar involucradas en los mecanismos liticos usados por este parasito,
tales son: lectinas, colagenasa, proteinas formadoras de poros, tiol-proteasas,
hemalisinas y citolsinas (Mata-Cardenas B. D.1298; Ravdin, J. | y Guerrant, R.
L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. y Guerrant R. L. 1982;
Vargas-Villarreal, J y Said-Fernandez S. 1984; Said-Fernandez S., y Lopez-
Revilla, R, 1982; Said-Fernandez S. y Lopez-Revilia, R. 1986, Said-Fernandez
S, et al. 1986). En estos ultimos dos mecanismoes liticos se han propuesto que
una o varias fosfolipasas del tipo A; estan relacionadas con estas actividades
patogénicas de E. histolytica y que esta(s) podria(n) ser un posible factor de
virulencia de este parasito (Vargas-Villarreal, J. et al. 1995; Said-Fernandez S,

ef al. 1986).

Para el cultivo axenico in vifro de los trofozoitos de E. histolytica se utiliza
preferentemente el medio TYI-S-33 (Diamond L. S. et al. 1978). En nuestro
laboratorio hace mas de 10 afos desarrollamos un nuevo medio de cultivo para
el crecimiento de este parasito, el cual lo hemos llamade PEHPS y esta
compuesio principalmente de extracto de higado de res y pancreas de res y
puerco (Said-Fernandez, S., ef a/ 1988). En ambos medios se requiere la

presencia de un 9% de suero bovino o equino para que las amibas puedan
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crecer vigorosamente, sin este componente las amibas se mueren a los tres

dias de cultivo.

En 1980 Said-Femandez y col. demaostraron actividad hemolitica en
homogenados de amibas, la mayor actividad se localizé en una fraccién
subcelular llamada "P30". Esta fraccion (P30) e¢s vesicular, es decir esta
compuesta por vesiculas selladas — analizada por microscopia electronica de
membranas celulares, asi como de vesiculas digestivas y lisosomales propias
de los trofozoitos. Anteriormente, habiamos ya encontrado que el grueso de la
actividad hemolitica, citolitica y fosfolipasica se encontraba en dicha fraccion
(Said-Fernandez S., y Lépez-Revilla, R. 1982), la cual es cuatro veces mayor
que en los extractos totales amibianos (Said-Fernandez S., y Lopez-Revilla, R.
1986). Estas actividades son maximas en esta fraccion P30 en presencia de
Calcio 1 mM y a pH 8.0. Por estas razones, decidimos emplear la fracciéon P30
para cuantificar las actividades hemolitica y fosfolipasica en presencia y
ausencia de vitaminas 107 de Diamond y determinar si estas actividades son

medificadas por la presencia de estos nutrientes.

Obtuvimos la fraccion P30 de los extractos totales de los trofozoitos
crecidos en presencia y ausencia de vitaminas 107 de Diamond, mediante
homogeneizacion mecanica para preservar, en Ilo posible, Ia
compartamentalizacion subcelular (Fig 3); otros investigadores rutinariamente

homogeneizan los trofozoitoes mediante sonicaciéon © ciclos repetidos de
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congelacion-descongelacion, con lo que posiblemente se desnaturalizan
algunas enzimas. Ello explicaria la falta de éxito en mudiltiples intentos para
detectar algunas actividades en los extractos amibianos (Ravdin, J. I y
Guerrant R. L. 1982). Evitamos el uso de suero, de medios indefinidos o de
cualquier componente en las mezclas de ensayo para determinar actividad
hemolitica y fosfolipasica que pudieran interferir en estas actividades liticas

producidas por la fraccion P30.

Elegimos a la cepa HM1: IMSS de E. histolytica para desarrollar este
trabajo por ser una de las cepas que produce mayor dano a las celulas
(Kretschmer, R. R. 1994) y porque ella ha sido una cepa de referencia, ademas
porque esta cepa es la mas virulenta que se tiene en los laboratorios.
Seleccionamos como células blanco a los eritrocitos de rata de la cepa
Sprague Dawley por ser células susceptibles al efecto litico de las fracciones
amibianas y parque su composician y estructura de sus membranas son bien
conocidas (Said-Fernandez S., y Lopez-Revilla, R. 1982) ademas estas células

son muy abundantes y faciles de obtener y manipular

Por otro lado, las vitaminas 107 de Diamond (Diamond L. S. et al. 1978),
son un suplemento que puede o no agregarse a los medios de cultivo
tradicionales. Los trabajos de investigaciéon que se han reportado sobre el uso
en los medios de cultivos amibianos en presencia de las vitaminas 107 de

Diamond, han sido dirigidos sobre el crecimiento de E. histolytica, en donde se
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han encontradoe que no hay diferencia estadisticamente significativa en los
rendimientos de las amibas cultivadas en estas condiciones. Hasta la fecha, no
existen reportes sobre la contribucion de las vitaminas, en la expresién y
produccion de los factores putativos involucrados en virulencia de este
protozoario o bien en la seleccidn de una subpoblacion de amibas que podrian

resultar mas virulentas. (Gutierrez, G y Muioz, O. 1994).

De acuerdo con lo anterior, decidimos explorar el crecimiento de E.
histolytica en presencia (PEHPS-CV) y ausencia (PEHPS-SV) de las vitaminas
107 de Diamond en el medio PEHPS, donde hasta la fecha no se habia
probado si las vitaminas podian proporcionar una diferencia en la densidad de
las amibas. Cuando utilizamos esta estrategia encontramos lo que sucede en
otros medios de cultivos; que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las dos pendientes, alcanzando una densidad de
aproximadamente 250,000 amibas a los 6 dias de incubacion a 37°C en ambos
tratamientos (Fig 4). Con estos resultados pudimos confirmar lo esperado, que
la presencia de vitaminas 107 de Diamond no se refleja en la densidad de las
amibas cultivadas in vitro; lo cual concuerda con lo que ya ha sido reportado
por otros investigadores en otros medios de cultivo (Martinez-Palomo, A. 1982;
Mata-Cardenas B. D. 1998, Mata-Cardenas B. D. y Said-Fernandez S. 1990) ya
que los tiempos de duplicacién y de generacion correspondieron para los

trofozoitos cultivados en PEHPS-CV y PEHPS-SV a 875y 811 h. y 137 y
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1020133293
14.79 h respectivamente, no resultando una diferencia significativa enire ambos

tratamientos.

En vista de los resultados anteriores decidimos analizar la participacion de
la actividad hemolitica de la fraccion P30 obtenida de trofozoitos crecidos en
PEHPS-CV y PEHPS-8V. Con respecto al tiempo de incubacion encontramos
que las actividades en ambaos tratamientos no presentaron un periodo Lag, es
decir ambas actividades comienzan a liberar hemoglobina por el dafo a los
eritrocitos a los primeros minutos de incubacion; esto posiblemente sea debido
a la gran susceptibilidad de los eritrocitos empleados en nuestros ensayos. El
50 % de hemalisis en la P30 obtenida en PEHPS-CV fue alcanzado en 23.8
min y en PEHPS-SV a los 63 min de incubacion (Fig §). Observamos que la
P30 proveniente de PEHPS-CV fue 265 veces mas activa que la P30 de
PEHPS-SV. Una relacidn similar la enconframos en las curvas dosis-respuesta
con ambos tratamientos la P30 obtenida en PEHPS-CV fue 2.43 veces mas

activa que la P30 de PEHPS-SV (Fig. 6).

Los datos anteriores demuestran que la presencia de vitaminas 107 de
Diamond incrementa alrededor de 2.5 veces la actividad hemoalitica producida
por la fraccion subcelular P30, lo cual nos sugiere que uno © varios
r;omponentes de esta mezcla vitaminica puede estimular: a) la produccion de
mas proteina litica, b) favorecer una mayor concentracién de un cofactor o ¢)

seleccionando una subpaoblacion de amibas que resulte con mas virulencia,
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Enseguida comprobamos gue la P30 obtenida con ambos tratamientos
(PEHPS-CV y PEHPS-SV), al igual que en la actividad hemolitica antes
descrita, podia incrementar la actividad de fosfolipasa A; presente en esta
misma fraccion. Ya que esta actividad se ha sugerido que pudiera estar
involucrada como un factor de virulencia en las amibas (Ravdin, J. | y Guerrant,
R. L. 1982, Vargas-Villarreal, J. et al. 1995). Probamos esta hipdtesis y
encontramos que las fracciones P30 en ambos tratamientos, presentan
actividad de fosfolipasas del tipo Az cuantificable y reproducible, o cual es
dependiente tanto del tiempo de incubacidn como de [a dosis (Fig. 7 y 8). En
relacion con el tiempo de incubacién, encontramos que, la P30 obtenida en
ambos tratamientos no presenta una fase Lag, lo cual indica que la actividad de
la fosfolipasa A; comienza a hidrolizar tan pronto como la enzima entra en
contacto con el substrato y la actividad de fosfolipasa parece ser de accion
directa, es decir no requiere de la presencia de factores liticos directos como
acidos grasos libres y lisoderivados, para llevar a cabo su actividad (Fig. 7).
Con respecto a la dosis la actividad de fosfolipasa del tipo Az, encontramos un
incremento en la produccién de los acidos grasos libres entre 0 y 150 ug de
P30 en ambos fratamientos (Fig. 8). Es de llamar la atencion que en ambas
gréficas la diferencia entre la P30 obtenida de PEHPS-CV y de PEHPS-SV fue
de 2.8 veces respectivamente. Esta actividad se comportd en forma y

proporcionalidad a |os resultados encontrados en la actividad hemolitica que
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fue de 2.5 veces |a diferencia de la potencia de un tratamiento con respecto al

otro tratamiento.

Mas tarde, determinamos el efecto de |os trofozoitos enteros cultivados en
PEHPS-CV y PEHPS-SV y su capacidad para producir abscescs hepaticos
amibianos, ya que este es otro parametro que se usa para medis virulencia en
las amibas. Para realizar este objetivo, decidimos utilizar como modelo
experimental al Hamster Sirio Dorados {Mesocricefus auratus), ya que esta
especie animal ha demostrado claramente una sensibilidad a la produccion de
abscesos hepaticos producidos por los trofozoitos de E.  histolytica.
(Kretschmer, R. R. 1994; Said-Fernandez, S., y Mata-Cardenas, B. D. 1992).
Las imagenes fotogréficas presentadas en este trabajo (Fig.9 y 10), nos
permitieron observar que |as lesiones producidas por las amibas cultivadas en
el medio PEHPS-CV fueron en proporcion y tamano 3.25 veces mayores (Fig.
9), que los abscesos encontrados en el tratamiento PEHPS-SV (Fig 10). Esto
pudo ser debido a que la virulencia de los trofozoitos con vitaminas: a)
incrementaron la sintesis de algun factor de virulencia o b) que la presencia de
las vitaminas este seleccionando una subpoblacion de amibas que sea mas

virulenta.

Hasta ahora se han propuesto aisladamente varias moléculas citoliticas
para los trofozoitos de Entamoeba histolytica que se han identificado, y aun

purificado algunos factores que podrian actuar como tales para producir las
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lesiones. Es muy probable que todas ellas, y ain mas, participen en la
destruccidn tisular y por lo tanto |la propiedad citolitica de E. histolytica sea un
mecanismo multifactorial en el que es posible que ailgun factor o factores
presentes en las vitaminas 107 de Diamond pudieran estar implicados en la
produccién de algun factor de virulencia, o que esté involucrado como
cofactores enzimaticos o bien seleccionando una subpoblacion de amibas que
sea mas virulenta. El conocimiento mas profundo de esta participacion de las
vitaminas 107 de Diamond permitira determinar la contribucion especifica de

esta en los mecanismos citoliticos de E. histolytica.



6. CONCLUSIONES

1.- Confirmamos que en el medio PEHPS las amibas de [a cepa HM1.IMSS
cultivadas en presencia de las vitaminas 107 de Diamond, no presentaron un
incremento estadisticamente significativo con respecto a las amibas cultivadas
en ausencia de estas vitaminas, ya que su tiempo de generacion, tiempo de

duplicacion y velocidades de crecimiento fueron similares.

2.- Encontramos que la P30 obtenida de las amibas cultivadas en PEHPS-CV
incrementaron 2.5 veces la actividad hemolitica 50 (HDsg) con respecto a la

P30 obtenida en medio PEHPS-SV.

3.- También obtuvimos un incremento de 2.75 veces en la actividad
fosfolipasica del tipo A; de P30 obtenida de amibas cultivadas en PEHPS-CV

con respecto a la P30 obtenida de amibas cultivadas en PHPS-SV.

4 - Los trofozoitos obtenidos en presencia de las vitaminas 107 de Diamond
incrementaron 3.25 veces el tamaro de los abscesos con respecto a los

trofozoitos obtenidos en ausencia de estas vitaminas.



7. PERSPECTIVAS

Como abjetivo siguiente nos propondremos obtener informacién de cual o
cuales son los componentes que estan presentes en las vitaminas 107 de
Diamond que es o son los responsables para incrementar estos factores de
virulencia evaluados en esta tesis. Se propone ademés determinar si algunos
RNA-mensajeros en Ias~amibas se incrementan con la presencia de dichos
componentes presentes en las vitaminas y poder determinar por biologia
molecular la presencia e identificacion de los posibles RMNA-mensajeros

correspondientes.



8. REFERENCIAS

Brandt, H., Perez-Tamayo, R. Amibiasis. La Prensa Médica Mexicana 1-91.

Carliss, J.0,, Gojidies, M., Hall, R.D,, Kudo R.R., Levine, N.D., Loeblich,
A.R., Jr., Weiser J. And Wenrich, D.H. (1963). A revised clasification the
Philus Protozoa J. Protozool. Pp 11-7.

Cleveland, R.L., Sanders, E.P. (1930). Encystation, multiple fission without
encysment, encystation,metacystic development, and variation in a pure line
strain of Entamoeba histolytica. Archiv. Fr. Protistenkunde. 70: pp 223.

Davis, B.D,, Dulbecco, R., Eisen, H. N., Ginsberg, H. S. And Wood, W, B.
(1973). Microbiology 22 Ed. Pp: 632. Harper &Ron, N.Y.

Dawson B y Trapp RG. (1993). Bioestadistica Médica. Ed. El Manual
Moderno S.A. de C:V. Pp 174-175.

Dennis, E.A. (1983). Phospholipases. In Boyer. P. (Ed). The Enzymes,
Chap 9 Vol. XVI. Academic Press, New York,:Pp. 307-353

Deschiens, R.L. (1965). Amibiase et 1 Amibe Disenterique. Masson, Paris.

Diamond LS. (1968). Techniques of axenic cultivation of Entamoeba
histolytica. Schaudinn, 1903 and E. Histolytica-like amebae. J. Parasitol 54:

pp 1047-1056.

Diamond LS, Harlow D y Cunnick CC (1978). A new medium for the
axenic cultivation of Entamoeba histolytica and other Entamoeba Trans. R.
Soc. Trop. Med. Hyg. 72: pp.431:432.



58

Dobell, C. (1928). Researches on the intestinal protozoa of monkeys an
man. |. General infroduction. 1l. Description of the whole life-history of
Entamoeba histolyfica in cultures. Parasitology. 20: 357.

Eldson-Dew, R. (1968). The Epidemiclogy of Amibiasis: Advance in
Parasitology ©: pp. 1-62.

Faust, E. C. Russell, P. F. And Jung, R. C, (1974). Parasitologia Clinica.
Ed. Salvat. México. Pp.133-170.

Gonzalez-Garza, M.T., Castro-Garza, J., Anaya-Velazquez, F., Mata-
Cardenas, B.D., Lozano-Garza, G., Carranza-Rosales, M.P., Vargas-
Villarreal, J and Said-Fernandez, S. (1996). Anti-amoebic effect of

gossypol in golden hamsters with experimental hepatic amoebic abscess.
Pharmaceutical Sciences 2: pp 153-156.

Guerrant, R.L. (1986). The Global Problem of Amibiasis Current status,

research needs and opportunities for progress. Rev. Infect. Dis. 8: pp. 218-
227.

Gutierrez, G. y Muiios, O. (1994). Epidemiologia de la amibiasis.

Amibiasis Infeccidn y enfermedad por Entamoeba histolytica. Editorial
Trillas, México. Pp. 207-225.

Harkness, J.E and Wagner, J.E. (1980). Biologia y Chnica de Conejos y
Roedores. Ed. Acribia. Pp. 23-29.

Hawthorne, S.N., Ansell, G.B. (1982) Phospholipids. Edicion Elsevier
Biomedical. Press Amsterdam, N.Y, Oxford. 313.

Horton H. R; Moran L. A,; Ochs R. S.; Rawn J.D. y Scrimgeour K.G.
(1995). Bioquimica.Ed. Prentice-Hall Hispanoamerica. Pp. 7-4.

Hysmith, M. y Franson, R. C. (1982). Elevated leveles of cellular and

extracellular phospholipase from pathogenic Naegleria fowleri. Biochem.
Bioph. Acta. 711: pp. 26-32.



59

Kott, H. Y Y, Kott. (1970). On the resistence of Entamoeba histolytica to
the enviroment. J. Protozool. 17 supp. 30.

Kretschmer, R.R. (1994). Amibiasis [nfeccién y enfermedad por
Entamoeba histolytica. 1? Edicion. pp. 139-142.

Larsh, J.E., Jr. Medical Parasitology. (1972). En “Microbiclogy” (W.K.
Joklik and D.T. Smith, {Ed) Chapter 94. pp. 1023-1043.

Lehninger, A. L. (1979). Bioguimica. Ed. Omega. S. A. Barcelona Espaia.
pp.307-312.

Levine, N.D., Carliss, J.0., Cox, F.E.G., Deroux,G., Grain, J.,
Honingerg, B.M., Leedale, G.F., Loeblich, A.R., Lin, D., Lom, J,,
Merinfeld, E.G., Page, F.C. Poljansky,G., Sprague, V., Vavra, J. And
Walalace, F.G. (1980). A Newly Revised Classification of the Protozoa. J.

Protozool. T (1) 37

Lowry, O.H., Rosenbrough, N.S., Farr, A.L. and Randall, R.J. (1951)
Protein measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 183: pp.

265-275,

Martinez-Palomo, A. (1982). The Biology of Entamoeba histolytica.
Research Studies Press. John Wiley, Sussex, U.K. 161,

Martinez-Palomo, A. (1989). Amibiasis. Ed. Medica Panamericana S.A.
pp. 52-54.

Mata-Cardenas BD y Said-Fernandez S. (1990). Desarrollo de un medio
simplificado para el cultivo axénico de Entamoeba histolytica. Arch. Invest.

Méd. 21: pp. 247-251

Mata-Cardenas B.D. Determinacion de la auxotrofia de Enfamoeba
histalytica para colesterol, fosfolipidos y acidos grasos. Tesis de
Doctorado. Enero de 1998.



60

Opperdoes, F. R., y VanRoy, J. (1982). The phospholipase of
Trypanosoma cruzi bloodstream form and cultured procycles Mol
Biochem. Parasitol. 5:pp. 309-319.

Prasad, A. K., Das, S. R. y Sagar, P. (1982). Hemolysis: An in witro model to
investigate tissue necrotic activity of Entamoeba histolytica. Ind J Exptt
Biol. 20: 721-725.

Ravdin, J. | and Guerrant, R. L. (1982). A Review of the Parasite Ce uar
Mechanisms Involved in the Pathogenesis of Amebiasis. Rev Infect Ds. 4.
pp. 1185-1207.

Ravdin, J. I. And Guerrant R. L. (1982). Separation of Adherence
Cytolytic and Phagocytic Event in the Cytophathogenesis Mechanisms of
Entamoeba histolytica. Arch. Invest. Med. 13 (Supl. 3). 123.

Roa, V. G. And Padma, M. C. (1971). Some Observations on the
Pathogenicity of Strains Mechanisms Involved in the Pathogenesis of
Amebiasis. Rev. Infect. Dis. 4. pp. 1185-1207

Rosenberg, P. (1976). Toxins, Animal, Plant and Microbial. En: 5th
International Symposium on Animal, Plant and Microbial Toxins P
Rosenberg (Ed.). Pergamon Press Ltd. Headigton Hill Hall. San Jose
Costa Rica,. 1-1134 "

Said-Fernandez S, and Lopez-Revilla, R. (1982). Subcellular Distnbut on
and Stability of the Mayor Activity of Entamoeba histolytica Trophozottes.
Zeitschrift. Parasitenkunde Research. 67: pp. 249.

Said-Fernandez S. y Lépez-Revilla, R. (1986). Free fatty acids
generationed from endogenous phospholipids are the major heat-stable
hemolytic factor of Entamoeba histolytica. Infect. Immun. 56: pp 874-879.

Said-Fernandez, S., Mata-Cardenas, B.D. (1992). Axenic Cultivation of
Entamoeba histolytica in Suspension. Trans. Roy. Soc. Trop. Med Hygiene:
86: 173



61

Said-Fernandez S, Vargas-Villarreal J y Castro-Garza J. (1986).
Mecanismo multifactorial de la actividad citolitica de Entamoeba histolytica.
Arch. Invest. Meéd. 17: pp. 173-178.

Said-Fernandez, S., Vargas-Villarreal, J., Castro-garza, J., Mata-
Cardenas, B., Navarro-Marmolejo, L., Lozano-Garza, G. and Martinez-
Rodriguez, H. (1988). PEHPS Medium: an Alternative for Axenic
cultivation of Entamoeba histolytica and E. invadens. Trans. Roy. Soc.
Trop.Med. Hygiene. 82: pp. 249.

Shaffer, J.G.,Scatlan, T.M. y B. (1961). Observations on cell divisions of
Entamoeba hisfolytica in culture : Am. J. Trop. Med. Hyg. 10:pp. 167.

Skipsky, J.P. y Barclay, M. (1969). Thin-Layer chromatography of lipids.
En J.M. Lowestein (ED). Methods in Enzymology.. Academic Press, 14: pp.
30-599.

Van Den Bosch, H. (1980). Intracellular phosphalipase A. Biochim.
Biophys. Acta. 604: pp. 191.

Vargas-Villarreal, J., Martinez-Rodriguez, H., Castro-Garza, J., Mata-
Cardenas, B.D., Gonzalez-Garza, M.T. and Said-Fernandez, S. (1995).
Identification of Entamoeba hisfolytica Intracellular Phospholipase A and
Lysophospholipase Ly Activity. Parasitology Res. 81: 320-323.

Vargas-Villarreal, J and Said-Fernandez S. (1984). Entamoeba
histolytica: Cytolytic Activity of Cell-Free Trophozoites Extract Upon Celis.
Arch. Invest. Med. 15: pp. 1-12.

Walsh, J. A. (1986). Problems and Diagnosis of Amibiasis. Estimation of
the Global Magnitude of Morbility and Mortality. Rev. Infect. Dis. 8: pp.
228-238.

Who Expert Comité. (1969). Amoebas. Technical Report N°. 421 : pp. 1-52






