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CAPITULO 1 



INTRDDUCCION 

Una de las manifestaciones clínicas de la patogenicidad de &..... 

bistolytica se determina por la capacidad de destrucción que 

ejerce sobre la mucosa del colan al invadir la pared intestinal 

<1>; lo que al parecer mantiene relación directa con el fenómeno 

de adherencia de la amiba a las células intestinales. 

Para iniciar la invasión de los tejidos, los trofozoitos de É..!.. 

histolytica requieren mucina, este hecho ya ha sido probado en 

estudios llevados a cabo con células procedentes de ovario de 

hamster chino <CHO> (18,39 Y 40> • En estos estudios se muestra 

la participación de dos adhesinas Cuna sensible a inhibirse 

con N-acetil-glucosamida y otra constituida por polímeros de N

acetil-galactosamina> en los mecanismos que determinan el daño 

celular en el huésped y con ello se concluye que este fenómeno 

es mediado por carbohidratos <26,34,38,41,43). 

La adhesión de los trofozoitos a las células blanco parece ser 

un prerrequisito en el mecanismo de agresión de~ histolytica, 

pero la adhesión per se no parece ser una determinante de la 

virulencia de las cepas; algunos estudios han demostrado que 

puede incrementarse el nivel de virulencia de una cepa "in 

vitro 11 cuando se modifican las condiciones del medio de cultivo 

ya sea con adición de colesterol < 13,31 > o el incremento en el 

nümero de bacterias e 57 ). 

Otros estudios señalaron que en la quimiotá><is podria aumentar 

la virulencia, es un hecho que la metilación de proteínas 

especiTicas de membrana son necesarias 

quimiotáctica 

eucarióticas 

en 

(51) 

bacterias 

y que 

<36) y 

a través 

para la respuesta 

en células fagociticas 

de reacciones de 

transmatilación mediadas por la S-Adenosil- L-metionina en 

presencia de los formil-péptidos en especial el formil-metionil-
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leuci 1-fenil alanina <análogos sint~ticos de productos 

bacterianos naturales> se aumenta la frecuencia en la emisión de 

pseudópodos que se lleva a cabo en la fagocitosis C10,49). 

Con el objeto de poder observar si estas reacciones de 

transmetilación favorecen el fenómeno de quimiotáxis y el 

incremento en frecuencia de producción de pseudópodos en estos 

parásitos a los medios de cultivo de ~ histelytica se les 

adicionó una enzima que cataliza las principales metilaciones 

desde el punto de vista biológico, la S-Adenosil-L-Homoctsteina 

<producto intermediario en las sintesis de cisteina>. La 

demostración presente 11 in vitreº de estos procesos ser.i 

determinada por la presencia de un efecto citolitico aumentado 

provocado por este protozoario sobre las lineas de c~lulas de 

ovario de hamster chino <CHO>. 



CAPllULO 11 



ANTECEDENTES 

Una de las enfermedades parasitarias más comunes en paises en 

dE!Sarrollo como Mél:ico, es la amibiasis, producida por E:.,_ 

histolytica C47) tiene una distribución amplia en todo el mundo; 

independientemente del clima, pero predomina en comunidades con 

condiciones sanitarias inadecuadas y bajo nivel socioeconómico 

(20,55). 

E.a.. histolytica pertenece a la Familia: Entamoebidae; 

Orden: Amoebidae; Subphylum: Sarcodina y por Tormar pseudópodos 

lobosos pertenece a la Clase Lobosea (29). 

Dentro del Bénero: Entamoeba, se reconoce dos especies que 

infectan al hombre E..:.. bistolytica y ~ hartmanni, esta Ultima 

se diferencia de la primera por su tamaño, constitución 

antigénica, no es invasora y el tamaño del trofozoito es mayor 

en ~ htstglytica <20). 

La identificación del parásito, fue hecha por Lamble en 1860 

(28) y Uisc:h (30) en 1875 reproduciendo las lesiones 

intestinales en un perro mediante la inoculación de evacuaciones 

de un hombre con disenteria. 

l~artulis C24) estableció la correlación entre Diarrea Tropical y 

Amibiasis, asi como la asociación de abscesos hepáticos 

amibianos y lesiones intestinales en gatos. Posteriormente en 

1891 Councilman y la Fleur C11) señalaron la diferencia entre 

disenteria amibiana y disenteria disentérica. 

La forma móvil o trofozoito vive generalmente en la luz del 

intestino grueso, donde se multiplica, es muy lábil y se 

diferencia del quiste, porque esta Ultima , es la forma de 

resistencia responsable de la transmisión de la enfermedad 

descrita por Schaudin C45l. Si se considera que la amibiasis es 
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un problema de salud tan importante , no es sorprendente el que 

se hallan efectuado innumerables estudios, a fin de conocer los 

mecanismos de virulencia (35) en los que involucran fagocitosis 

<44), invasión <6>, adherencia <43>, así como c:i topatogeni c:i dad 

<54>, pasando a un segundo término la morfología del parásito, 

pues como se sabe E.:. histolytica y ~ invadens son 

indistinguibles morfológicamente (9). 

La fase del trofozoito fluctóa entre 10 a 60 ./-'{ de diámetro con 

la emisión de pseuddpcdos de formación raptda entre los cuales 

se observan diferencias entre el ectoplasma hialino y 

transparente y el endoplasma con inclusiones <4,29,52>. En 

estudios con microscopía electrónica se observan formaciones 

esferoidales, estomas de micropinocitosis y macropinocitosis, 

filópodos, así como uroides (6). 

Cuando las condiciones del medio ambiente son poco favorables la 

amiba empieza inmovi 1 izar se y elimina el material 

citoplasmático que no ha sido digerido y se redondea 

revistiéndose de una doble membrana gruesa y refringente. Lo 

cual le confiere resistencia al parásito con un sólo nücleo, 

volviéndose m~tltinucleado para constituir la fase quística (29). 

El hecho de que este protozoario se pueda presentar en pacientes 

sintomáticos como asintomáticos ha despertado el interós por 

estudiar los mecanismos de virulencia <25>. Sin embargo poco se 

sabe sobre su metabolismo intermediario que induce el inicio de 

la capacidad invasora de las amibas. 

En este trabajo se decidió investigar la acción de la s

Adenosil-L-Homocisteina sobre la virulencia de la cepa HMI-IMSS 

de E.,_ histolytica en base a los trabajos de Cochane quien 

demostró los mecanismos de estimulación celular a través de 



5 

formil-péptidos, lo cual explica el fenómeno de quimiotAxis en 

los leucocitos (10). 



C:AP ITULO II I 



PARTE EXPERIMENTAL 

3.1.- Diseño EKperimental. 

C ITDLI TI CD DE 

Cinética de lisis en células 
de ovario de hamster chino 
utilizando diferentes canee 
traciones de trofozoitos cu 
tivados en 4 concentraciones 
de S-Adenosil-L-Homocisteina 
y sin ella. 

Cultivo de 
células de 
ovario de 
hamster 

Llevar a 
conf lueo. 
cia du
rante 48 
horas 

Cultivo Axéni. 
ce de 1',.._ b.l..li::. 
tolytic:a. 

Incubar los 
trofozoi tos 
con 4 con-
centraci o-
nes di fereo. 
tes de S-A 
denosil-L
Homocistei
na durante 
48 horas 

Incubar durante 6 hrs a 37º 

Presencia de lisis 
criterio morfológico. 

con 

hi stol yt i ca 

Cinética de lisis determinada 
por la radiactividad liberada 
de células de ovario de hams
ter chino utilizando diferen
tes concentraciones de trofo
zoi tos cultivados en 4 caneen 
traciones de S-Adenostl-L-Ho
mocisteina y sin ella. 

Cultivo de 
células de 
ovario de 
harnster 

Marcar con 
III Otdma 
de Indio. 

Cultivo AKéni 
ce de¡;_,_ b.i.ft::. 
tglytica. 

Incubar los 
trofozoi tos 
con 4 con-
centr aci ones 
diferentes -
de S-Adenosil 
L-Homocistei
na durante 48 
horas 

Incubar durante 6 hrs a 37ºC 

Medir radiactividad liberada 
en contador Gamma Packard. 
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3.2.- Haterial,Reactivos y Equipo: 

3.2.1.- Material Biológico. 

Ii..:... histolytica cepa HMI-IMSS.- Cultivo ax~nico por el 

método de Diamond <15). 

Linea de Células de ovario de hamster chino.- Cultivo en 

Medio F-10 X (33>. 

3.2.2.- Material de Laboratorio: 

Baii'o de hielo 

Cámara de Neubauer 

Cajas Nuncio de 50 ml <plástico) 

Embudos de talle largo 

Filtro Milipore 0.22.){m 

Frascos ambar de 30 ml 

Gradilla para tubos 

Matraz Kitazato de 500 ml 

Matraz Erlenmeyer Pyrex de 125 y 250 ml 

Matraz aforado Pyrex de 500 y 1000 ml 

Mechero Bunsen 

Membrana Milipore de 0.22..,'fm 

Papel filtro Whatman No. 1 

Pipetas Pasteur 

Pipetas serológicas de 1, 2, 5 y 10 ml 

Probetas de vidrio de 100, 500 y 1000 ml 

Termómetros hasta de lOoºc 

Tubos de ensaye Pyrex de 13 100 mm 

Tubos de ensaye Pyrex de 15 x 125 mm con tapón 

de rosca. 

Vasos de precipitados de 250 ml 
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3.2.3.- Reactivos.-

Acido Ascórbico (Q.P> 

Bicarbonato de Sodio (Q.P) al 4.4% 

Citrato de Amonio Férrico (Q.P> 

Cisteína (Q.P) 

Cloruro de· Sodio (Q.P) 

Dextrosa ca. P> 

Extracto de Levadura (Q. P> 

Fosfato de Potasio Oibásico (Q.P) 

Fosfato de potasio Monobásico CQ.p) 

L-glutamina <U.S.G.L> 

Medio F-12 !OX 

Mezcla de Antibióticos 

(contiene 10,000 unidades de 

Penicilina y 10 mg de Strep-

tomicina por 1 ml en 0.9?. de 

cloruro de sodio). 

Mezcla Vitamínica 

<Biotin, ácido fólico, glicina, 

mio-inositol 100 mg; ácido ni-

cotinico 0.5 mg; tiamina 0.1 mg; 

piridoxina y HCl 0.5 mgJ <para 250 ml > 

Peptona Tripticasa 

S-Adenosil-L-Homocisteina CU.S.G.L> 

Suero Fetal Bovino 3 ml/100 ml 

Tripsina Verseno o.osr.1100 ml 

III Oxima de Indio (Q.P) vida media 

de 6 horas. 

<J.T. Baker> 

<Lab In Vi tro> 

<Merck> 

<Sigma> 

(J.T.Bal~er> 

(.J. T. Baker) 

CBioxon> 

(J. T. Baker) 

CJ.T.Baker> 

<Lab In Vi tro> 

CLab In Vi tro> 

<Lab In Vi tro) 

(Microlab) 

CBioxon 

<Sigma> 

<Microlab> 

<Lab In Vi tro> 

<Amershan Int. > 

** CU.S.G.L> Para uso de gabinete y del Laboratorio. 
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3.2.4.- Equipo.-

Autoclave <Presto) 

Agitador Magnético <Medi-Lab) 

Balanza Analítica <Mettler AE-163) 

Bomb~ de Vacío Manual 

Centrifuga Clínica Ctnternational Mod. CLM-4-148> 

Congelador <Ultra. Low> 

Contador de Radiactividad CGamma Pac~a\rd) 

Estufa CMod. HDY-27) 

Flujo Laminar <Vece> 

Incubadora <Medi-Lab Mod EH-20P> 

Microscopio de Luz CCarl-Zeiss> 

Microscopio <Olympus BH-12) 

Potenciómetro CCorning) 

Refrigerador <Whirpool > 

Ultra Centrifuga CSorvall Mod RT-60008) 

3.2.S.- Preparación de Reactivos. 

3.2.5.1.-Cultivo Axfnico de ~ histolytica cepa H"l-It156: 

11edia de Cultivo TYl-5-33.- Caldo tripticasa.- Pesa·r 2 g de 

peptona trip
0

ticasa., 1 g de eHtracto de levadura; 1 g de dextro-

sa; 0.2 de cloruro de sodio; o. 06 g de fosfato de potasio mo-

nobásico; 0.1 g de fosfato de potasio dibásieo; o_.1 g de eis

teina; 0.002 g de áeido aseórbico; 0.00228 g citrato de amonio 

férrico y 82 ml de agua bidestilada. 

Procedimiento= Disolver los reactivos en el orden presentado, en 

aproximadamente 40 ml de agua bidestilada, aJu-star el pH de 

6.8 a 6.9 con hidróxido de sodio al 11., llevar después a un VQ 

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

15 minutos. 

Suero Bovino Inact.ivado .. - El suero se adquirió en los Lab. Mi

crolab. Descongelar y llevar a baño maria a 56° C durante 30 mi

nutos. 

Solución de Vitafflinas .. - La solución se adquirió en los Lab. Mi

crolab. 

Preparación del 11edio de Cultivo TVI-S-33 .- A cada 82 ml de me

dio, agregar 4 ml de solución de vitaminas y 15 ml de suero bo

vino inactivado. 

Prueba de Esterilidad.- El medio de cultivo TVI-S-33 completo, 

se deja incubar a 37 ° e durante 24 horas, con el fin de descar

tar una posible contaminación. 

C4lculo de Trofozoitos pOf""' Mililitro.- Elegir el tubo con mayor 

crecimiento, llevando los trofozoitos a una concentración de 1 

ml. El total de trofozoitos se cuenta mediante la cámara de 

Neubauer y pipeta Pasteur con los siguientes c~lculos: 

No )( A X e 

B 

No.- Suma de los 5 cuadrantes 

A.- Factor para determinar el valor mm3 <10>. 

B. - Nl'.tmero de cuadrantes <5> 

C.- Factor para determinar el valor por mililitro C1000). 

Inoculación de Trofozoitos al Hedio del CUltivo.-Cultivar ~. 

bistplytica cepa HMI-IMSS, utilizar tubos de tapón de 

rosca de 15 X 150 mm en los que se calculó 4 X toe de 

trofozoitos por 12 ml de medio. Colocar el tubo elegido en 

hielo durante 5 minutos para desprender los trofozoitos de 

la pared del tubo. Proceder a sembrar incubando a 37 ° e durante 
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48 horas. 

3.2.5.2.- Cultivo de Linea Celular CHO.-

Tratamiento de Material a Utilizar.- Solución de Cloralex 

al 1:33.- Tomar una parte de cloralex comercial y llevar a 33 

par tes de agua. 

Solución de Aci do Cl orhí dri ca al 1; 66. - tomar una parte de 

ácido clorhídrico y llevar en 66 partes de agua. 

Procedi11iento: Dejar el material en la solución de cloralex al 

1:33, durante 24 horas, enjurlgar B veces con agua corriente y 2 

veces con agua destilada, dejar 24 horas en la solución de HCl 

al 1: 66, nuevamente enjuagar B veces con agua corriente y 2 ve

ces con agua destilada. El material de vidrio se esteriliza en 

autoclave a 121 libras por 15 minutos. 

Solución Reguladora de F05fatas.- Pesar 4.5 g de cloruro de so

dio, 2.5 g de fosfato de potasio monobásico y 8.009 g de fosfato 

disódico, disolver en 1000 ml de agua destilada. 

Procedlmienta1 En 90 ml de agua esteril, desionizada y bidesti

lada, agregar 10 ml de medio F-12 (10 X>; 2 ml de suero fetal b~ 

vino; 0.1 ml de mezcla de antibióticos; 3 ml de bicarbonato de 

sodio al 4.41. y 1 ml de L-glutamina. Filtrar con filtro milipore 

obteniendo la esterilidad del medio. 

"antenimiento de la Linea Celular.- Elegir Ja caja con el 100Y. 

de confluencia, retirar el medio del lado opuesto a las c~lulas, 

agregar 1 ml de tripsina verseno al O.OS'l., dejar en un lapso de 

1 minuto .. 

La cantidad de medio que se utiliza depende del 

número de cajas sembradas, ya que cada caja contiene 

5 ml. 
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3.3.- 11etodologia.-

3.3.1.- Investigación de la Capacidad de Lisis de~ histplytica 

en cultivos de células CHO.- Cultivar 2 X 10~ células CHO en 

medio F-12 a 37 o e durante 48 horas y llevarlas a confluencia 

dGl 100/.. Simul taneamente hacer crecer B X 10"' trofozoi tos de 

~. histolytica en igual período y a la misma temperatura. 

Transcurrido este tiempo adicionar por cuadruplicado 2,4, 6 y B 

X 104 trofozoitos de amibas a las células CHO y nuevamente 

i nc:ubar a 37 ° e por 6 horas. Al término de 

este periodo observar al microscOpio considerando 2 parAmetros 

1) Adhesión hacia las células, y 2) Destrucción celular, fo

tografiando la imagen con una cámara Olympus BH2, tomar, como 

límite de una a cuatro cruces, considerar éstas como porcentaje 

de lisis observada, en donde <+> corresponde al 25%, (++> al 

50%, (+++) a 75% y (++++> 100%. 

3.3.2.- Cinética de Lisis de ~· histglytica cepa ... !-

IMSS cultivadas en presencia de diferentes concentraciones 

de S-Adenosil-L-Ha.accistelna sobre cultivos de c~lulas CHO. El 

testigo corresponde a cada concentración. 

Solución 10,...,"ol de S-Adenosil-L-tkMIOcisteina.- pesar 0.003844 

g de S-Adenosil-L-Homocisteina, disolver en 10 ml de medio de 

cultivo TYt-S-33, esterilizar con filtro milipore de No 

0.22 -"'fm• De ella manejar cuatro diferentes concentraciones 

1 , 2.5 , 5 y 10/'/MOl/ml. 

Procedimiento: Cultivar 2 toe células CHO en medio F-12, 

llevar al 100% de confluenci•a en un período de 37°c, 48 horas. 

Simultanea.mente cultivar trofozoi tos de E. histotytica 

aK éni e amente en presencia de 1, 2.5, 5 y 10 .!"( Mol/ml de S-

Adenosil-L-Homociste:ina. Incubar los tubos a 37QC. Otro testigo 
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consiste en adicionar las 4 concentraciones de S-Adenosil-L-

Homocisteína sin amibas sobre las células CHO siguiendo el 

mismo período de incubación. Al término de éstos, observar las 

placas al microscopio, fotografiar las imágenes para 

demostrar la adhesión celular, así como la presencia o ausencia 

de lisis. 

3.3.3.-Investtgación del Eiecto Citolitico de ~- histolytica 

cepa HHI-JHSS cultivada en presencia y ausencia de s-

Adenosil-L-Ho~ocisteina sobre c~lulas CHO, determinada por la 

liberación de radiactividad y su testigo. 

"arca radiactiva en los cultivos de c~lulas CHD.-En una caja 

de polietileno de 50 ml 

11 evadas al 1007. de 

Cmarca Nunclo> cultivar células CHO, 

confluencia durante 48 horas a 37 ° C 

despegar de la pared adicionando ml de tripsina verseno al 

0.05% durante 30 segundos. Retirar la tripsina verseno, para 

después resuspender en 5 ml de medio TYI sin suero, ni vita-

minas, determinar el ni:1mero y vi abi 11 dad en la cámara de 

Neubauer. Marcar radiactivamente c:on III Oxima de Indio, 

incubar 5 minutos a 37 ° C. Al terminar este tiempo centrifugar a 

300 G a 4ºC durante 5 minutos y resuspender en 3 ml de medio 

TYI. Colocar por cuadruplicado, 2 

de ensaye, a cada serie adicioar 

1015 células CHO en tubos 

2, 4, 6 y 8 

trofozoitos cultivados con diferentes concentraciones 

104 

de s-

Adenosil-L-Homocisteína y sin ella. Incubar todos los 

tubos a 37 ° e durante 6 horas, transcurrido ese tiempo, 

centrifugar por 5 minutos a 300 G a 4 o e, 

retirar el sobrenadante y en el sedimento determinar 

la radiactividad residual c:on un contador Gamma 

Pac:kard. 
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3.4.- Analisis Estadistica.- Los resultados obtenidos se 

analizaron por Estadistica descriptiva. Utilizando las pruebas 

de Análisis de Varianza y 11 t 11 de Student (7), en donde el valor 

de p .:6. O.OS indicó diferencias estadísticamente significativas. 



CAPITULO IV 
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RESULTADOS V D!SCUS!ON 

4.1.- Resultados.-

A>.- El efecto citolitico que provocan los trofozoitos de~. -

histolytica (cepa HMI-IMSS) sobre las células CHO se en

cuentra determinado por la presencia de lisis; para poder 

observar la ausencia o existencia de este fenómeno, se 

realizó el primer experimento de este trabajo donde el 

n(1mero de células CHO permaneció constante <2 X 109 y 

las concentraciones de trofozoitos variables (2 , 4 , 6 y 

8 X 104 >. 
Los resultados de estos estudios se' pueden obser"var en la 

CFig 1) en donde se detecta que solamente existen fenómenos 

de adhesión y mínima destrucción celular, por par~e de los 

trofozoitos, independientemente de la concentración en la 

que se encuentra. 

B>.- Se comprobó en un segundo ewperimento que la S-Adenosil-L

Homocisteina no tiene por si solo ningUn efecto citolitico, 

para ello se ulitiz6 este aminoácido en concentraciones de 

10.JYMol/ml, <esta concentración fue en la que se observo 

mayor incremento del e~ecto virulento sobre los trofozoi

tos> frente a un numero constante de c6lulas CHO (2 X ios > 

!Flg 2>. 

C> .- Los siguientes e~cperimentos se llevaron a cabo con 4 

concentraciones diferentes de trofozoitos (2 

6 X 104 , 8 X 104 ) en presencia de cuatro concentraciones 

de S-Adenosil-L-Homocisteina <1 , 2.5 , 5 y 10.J'fMol/ml; so-

bre 2 X 109 de c~lulas CHO marcadas radiactivamente con 

III DKina de Indio 
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l>.- Se utilizó una concentración de trofozoítos de 2 X 104, 

que se expusieron en presencia de cada una de las cuatro 

concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina, los resulta

dos de este experimento mostraron una importante alteración 

morfológica previ• a la lisis de las células CHO <presencia 

de células redondas>, esta alteración fue directamente pro

porcional a la concentración del aminoácido. CFig 3>. 

2>.- En este experimento se utilizó una concentración de 4 X 104 

trofozoitos en presencia de las concentraciones de S-Adeno

sil-L-Homocisteína, los resultados mostraron que las célu

las CHO tienden a un mayor grado de redondas aún en la me

nor concentración del aminoácido, llegándose a una lisis 

parcial en la (1.ltima concentración de 10.,lfMol/ml de s

Adenosi 1-L-Homocisteina. (Fig 4>. 

3>.- El tercer experimento se realizó con una concentración de 

6 X 104 trofozoitos/ml bajo las mismas condiciones de con

centraciones de S-Adenosil-L-Homocisteína, el resultado de 

este estudio mostró un cambio morfológico en las células 

CHO en presencia de la primera concentración i.o......,Mol/ml de 

S-Adenosil-L-Homocisteína y la lisis total se observó en la 

última concentración de 10,.H Mol/mi. <Fig 5). 

4).- En este experimento la concentración de trofozoitos fue de 

8 X 104 y en la Fig. C6> se pueden observar los resultados; 

aquí se detectó un efecto citolítico desde la concentración 

mínima de S-Adenosil-L-Homocisteina <t.0.11 Mol/ml > siendo 

total y mayor en la •'.lltima concentración ClOfiMol/ml>. 

S>.- En la Tabla y en la Gráfica I se muestran los resultados 

de la lisis celular <representada en porcentaje) que fue 

provocada por concentraciones diferentes de trofozoitos en 
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distintas concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteína, y 

en ellos se puede observar que el efecto citoli.tico fué di

rectamente proporcional a la concentración del aminoacido. 

6).- En la Gráfica II se muestran los resultados del eKperimento 

realizado para determinar por radiactividad el efecto cito

lítico de las amibas, este se llevó a cabo con diferentes 

concentraciones de trofozoitos en presencia de diferentes 

concentraciones de 5-Adenosil-L-Homocisteina sobre 2 X 10ª 

c~lulas CHO, se corrió a su vez un testigo al que no se le 

indujo el aminoácido para poder comparar el efecto citolí

tico de los trofozoitos con y sin S-Adenosil-L-Homoctstei

na; los resultados observados sugieren que la lisis celu

lar es directamente proporcional a la concentración del a

minoácido y del nOmero de amibas. 

Se realizó además un Análisis de Varianza donde Fes igual 

a 28. 3 y < igual a 3 con un valor de p :!f.. o. 001 <Tablas I I 

a VII>. 
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Fig. l 

EFECTO CITOLIT!CO DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

&· histolytica SOBRE 2 X 10ª CELULAS CHO 

A B c D 

A> 2 X 104 , B> 4 X 104 , C> 6 X 104 y D> 8 X 10 4 tro

fozoi tos/ml. 
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Fig. 2 

EFECTO DE LA S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA SOBRE 

CELULAS SIN AMIBAS 

A B e D 

A,B,C,D.- Muestra el efecto de 10,11Mol/ml de s
Adenosil-L-Homocisteína, sobre 2 X 10ª células 

CHO sin amibas. 
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TABLA I 

PORCENTAJE DE LISIS CELULAR DE ACUERDO A LA CONCEN-

TRACION DE S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA 

No d•· Trafa1oi tos Concent~aclón d• S-Adeno•ll-L-Hoeocl•t•fna 

de E. h l stol ytl. ca 

1. o,.Mol /ml 2. s,.Mol/ml s.o....,11011m1 10. 0,,.1101 /ml 
2 K 10'" 20 X 30 Y. 45 X 50 Y. 

4 K 'º'" 35 40 50, 65 . 
b·K 10'" 55 60 65 85 

8 K 104 t.O 65 80 100 
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Fig. 3 

EFECTO CITOLITICO DE 2 X 10• TROFOZOITOS DE [. his

tolytica CULTIVADOS EN S-ADENOSIL-L-HOMOC!STEINA 

A B c D 

A> 1. O, B) 2. 5, C) 5. O y D) 10. O /'fMol /ml de S-Adeno

si l-L-Homoci steí na. 

Fig. 4 

EFECTO CITOLIT!CO DE 4 X 104 TROFOZOITOS DE [. ~ 

~ CULTIVADOS EN S-ADENOSIL-L-HOMOC!STEINA 

A B e D 

Al 1.0 , Bl 2.5 , Cl 5.0 y Dl 10.0_J(Mol/ml de S

Adenosil-L-Homocisteína. 
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Fig. 5 

EFECTO CITOLITICO DE b 104 TROFOZOITOS DE ~. his-

tolytica CULTIVADOS EN S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA 

A B c D 

A> 1.0 , B> 2.5 , C> 5.0 y D> 10.0.......,Mol/ml de 5-Ade

nosil-L-Homocisteina. 

Fig. b 

EFECTO CITOLITICO DE B X 104 TROFOZOITOS DE ~. histo-' 

!.v1.iJ;A CULTIVADOS EN S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA 

A B c D 

Al 1.0, Bl 2.5, C) 5.0 y 0) 10.0rJ Mol/ml de S-Ade 

nosil-L-Homocisteína. 
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TAEoLA :I::I: 

RADIACTIVIDAD RESIDUAL DE CELULAS CHO (2 x 10 GJ 
EH PRESENCIA DE AMIBAS CULTIVADAS CON DIFERENTE 

COHCEHTRACIOH DE S-ADEHOSIL-L-HOKOSISTEIHA 

lllRlllOO! l1EIO TESTIGO Couceutr•Clón de S - l d t ti os i 1 - L - H o a o e l s te 1 •a 
Dtl!llllll 1 DE 

- 111115 ClllES o c. p ••• u .,..11o1111 2.5 ,..11o1111 l.0 }fllol/11 10.0 _,,!ol/al 

4 2xl04 1050 ! 513 10l5.25 ! 343 980.70!403 940.75 ! 240 87l.l5!4ll 

4 4 :i: to• 975 ! ll7 945.75!523 9IO!lll lllll. 75 ! 225 h90.5!.2Ul 

4 6 X 10' 9l5.l5!l2D 760.75!240 650 ! 344.5 46U ! 113 !Ul.25 ! 193 

4 1X10' 845!402 35l!lll 2'0.l5 ! '2 175 1 565 100.l!BB 

c. p. a. • C1t1Us por 1Jt1lo. 

"' UI 
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TABLA IV 

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE 5-ADENOSIL
L-HOMOCISTEINA 'f NUMERO DE TROFOZOITOS (2 X 10') 

1.0 ,,..llol/•1 2.5 _,.11o11.1 ~.o .,....Aolfal 

LO /fllol/•I 52 •46448.25 52 •64060.91 s• • 22755.~8 

.. 1 • (.088 . 21.l91 't.0312, 7.551 

2.5 .rllDl/•I s• • um.25 5' • 64060.i1 5'•22755.58 

• (.041 . 11.121 .. 1 • 1.022. 5.m 

5.0 rllol/•I s• • 46m.25 5'•64060.91 ". 22755.58 

'l.ll, 31.ll • 1.18 • 43.381 .. 1 

ID.O ,-<llDl/•I s• • 41448.25 52 •64060.91 5'·22755.51 

• (.042 • 10.ll • (.057 , 13.>I • (.02,4.971 

11tlrY1los de Collri1w e;tre tu Co1ccutr1CJ01e5 u S·AA11os1l-L~lto9oeisteíat. 
Ll COl(ltncióa ntre lu Yar111us di 11111 llDI Co1canlrac1Du H a ser .. l. 

1 
10.U _,.Hol/•I 

5' • 1os3u1 

' (.097 . 23.4371 

52 •7053&.ll 

'l.07.lUBI 

;••7053'-!l 

'1.198. 47.891 

S'•7053ó.91 

.. 1 

,·..; 

" 



TABLA V 

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE S-ADENOS!L
L-HOMOCISTEINA Y NUMERO DE TROFOZOITOS (4 X 10•¡ 

LO rllol/ol 2.5 _,....l/ol 5.0 ,..11o11.1 

1.0 _,..tlol/ol 5'•108061.58 5'•17868 5'•2U028.91 

.. 1 '{.01. 2.541 't.011.l.dll 

2.5 ,..11o1101 5'• 108061.58 5'. 17868 s•·m28.91 

'1.li. 13.251 .. 1 '1.071.17.291 

5.0 _.,llol/ol 5'. 108061.58 5' • 11868 S' • 2D02H.91 

• (.344 • 83.221 • (.06. ll.741 .. 1 

ID.O _,..llol/ol 5'. 101061.58 5'•17868 5'•2U02UI 

'l.43.102.81 • (.07, 16.91 • (.018.191 

latendm d1 to.huta eoln lis Couce11trac:101aes lle S·ld1ao.sll·1.·Ho.oc1.steiu. 
U CGlplritlliD catre 14' Y1r11au.s de una aistit Co11ce11tnc1011 v. 4 nr • l. 

1 
JO.O _,..Mol/ol 

1 

s• • 16213.66 

1 (.ll09fi. 2.3161 

1 

5'•16213.66 

'1.018.14.051 

1 
S' • 16lll.6ó 

1 

• i.051, 12.51 

5'•16lll.6ó 

.. 1 

•. , 
"' 



TABLA VI 

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE 5-ADENOSIL
L-HOMOCISTElNA Y NUMERO DE TROFOZOITOS (6 X lO•J 

l.D ;'i llol/11 2.5 ,.,11o1111 5.1 fillol/11 

1.D .I' llol/ol 5' • 22768.91 5'•46611.99 )" 5020.66 

.. 1 • (.13 • ll.49) 'l.DH. l.351 

l.5 ,.,..11o1111 5' • 22768.91 5'•4&6109 5'•10lD.66 

'!.Dll.7.561 .. 1 '(.b07, l.69i 

5.0 _,..11o11oJ 5' • 22768.91 5' • 4LLl4.!I 52 ª lD~d.116 

• 1.2. 70.41 • (.51 • 143. 26) .. 1 

10.0 ....,11o1111 s• • 22768.91 5' • 46614.99 5' • mo.01 

• {.099 • 23.9) • !.l . 41.!I 'l.Oll. 5.l:i) 

loltNdOS di CU1li111z.1 otlrt 111 c .. cntmiom de 5-AUIROSll-L·ioaocistelRI. 
LA ta1p1nci61 entre lu Vuluus de: u1t ai• Cc1ctntnc1óa vt • si:r • l. 

1 
10.D j'f Mol/o! 

)' • 14681.58 

'(.04J, 10.0l6) 

$' • 146i5.18 

1 l.112. 4.H&I 

5'•146il.Si 

'(.18b, 45.081 

S' • 14685.18 

.. 1 

/\1 .,, 

~ r.!'! 
e~ 
~, ~ 

~ ~~1 
"''"'~ tn 

-· 'l) 
~-

~~ 
~~ 

t::: ~~ 
~:;;~ 
?ñ ¡'<'i 
e'; 
~ 



TABLA VII 

COMPARACION DE VARIANZAS ENTRE CONCENTRACIONES DE S-ADENOSIL
L-HOMOCISTEINA Y NUMERO DE TROFOZOITOS (8 X 104

) 

l.D _)'llol/•1 l.l .,...11o11.i l.O I' llol/ol 

1.D fillol/ol 51 • 17610.DD 51 •3343.58 51 •1262 

.. l •(.012. 21.!ll • (.DD45. l.D961 

2.5 ....,11o11.i 51 •17660.DD s• • 3343.58 5'•1262 

• (.ll7 . 81.521 .. 1 'l.24.l.821 

5.D _,'111Dl/•I 5'•17660.DD 5'•3343.li S2 =1262 

• (.895 • 21.6) '(.17. 40.11 "1 

10.D ,....>Jol/ol 52 • 17660.00 51 •3343.58 52 •1262 

• (.37 • 89.241 '(.07. 16.821 • (.02• • 1.361 

Iutervelos de C01fiuu entn lis Co1natnCJ01es de S-lli11nil-L..U..c1stc1111. 
U COiplrltióa eatre lu V1nuus di 1u llSM Cnccatr.cióa vi i ser• l. 

¡ ID.O _,..Mol/DI 

S2 •305U3 

• (.Dll. 2.671 

s• • 3056. 11 

' l. 058 . 14.lll) 

s• • 3056.33 

• (.155 . 37.381 

s• • 3056.33 

"l 

'" Q 
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4.2.- Discusión 

Los resultados "in vitro 11 sobre el efecto citolitico mos

traron que el incremento en las concentraciones de S-Adenosil-L

Homocisteína en los cultivos de amibas fué directamente propor

cional a la lisis de las c~lulas blanco, en donde la fase ini

cial, fue un cambio en la morfologí.a de las células CHO, las 

cuales se redondearon y finalmente se lisaron en mayor numero 

que en los testigos <Fig 3 a la 6). 

Esto sugiere varias probabilidades; a> que la S-Adenosil-L-Homo

cisteina incrementó las cargas y la conductancia en la membrana 

del trofozoíto Ccomo sucede en los leucocitos) al adicionar for

mil póptidos, esto favoreció el paso de iones calcio y potasio y 

con ello la reorganización de los elementos contráctiles y con

secuentemente la ~agocitosis, este fenómeno ha sido ya descrito 

en experimentos llevados a cabo por el análogo estructural de la 

S-Adenosi 1-L-Homocisteína, la 

51). 

S-Adenosil-Metionina (10,36,49 

El hecho de que el fenómeno de lisis de ~. histolytica se lleva-

ra a cabo en forma directamente proporcional a la concentración 

de S-Adenosil-L-Homocisteína sugiere que se trata de un efecto 

de superficie por lo que se puede inferir, que existen 

. receptores en la membrana de E'._. histolytica para la S-Adenosil

L-Homocisteína semejante a los que sucede con formil péptidos en 

los leucocitos; b) que la S-Adenosil-L-Homocisteina logra 

penetrar a la amiba llevando a cabo su efecto sobre la 

inhibición de las metil transferasas, de tal manera que la fosf2. 

ti di 1 etanol amina no puede metilarse para formar 
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fosfaticolina. Esta modificación en los fosfolipidos de 

membrana, puede facilitar la penetración de iones calcio y de 

esta manera activar las estructuras quimiotáctiles como la 

ac:tina y la miosina que participan en la fagocitosis (36 , 37> y 

e> La participación de la enzima glutaril ciclasa, que en 

presencia de GTP forme C3MPc; ~sta a su vez degrada la fosfatidil 

colina en lisofosfatidil colina y ácido araquidónico, y como ya 

se mencionó la presencia de S-Adenosil-L-Homocisteína inhibe a 

las metiltransferasas, el recambio de fosfolípidos de membrana 

facilita la fagocitosis y da una e:<plicación al incremento en la 

cantidad de lisis de las c~lulas blanco como se observo en los 

resultados. 

El efecto citolitico se observó solamente en presencia de 

tro-Fozoitos, esto fue demostrado mediante el experimento de la 

S-Adenosil-L-Homocisteína con las células CHO, y se observó que 

el aminoácido no tiene ningún efecto citopático sobre las 

células. 

Estos resultados se confirmaron también en forma cuantitativa. 

cuando las células ·CHO fueron marcadas radiactivamente con 111 

Oxima de Indio, fueron lisadas por trofozoitos cultivados con 

diferentes concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteína, en 

donde el número de cuentas por minuto <c.p.m.l correspondió a la 

radiactividad residual demostrándose que la lisis fue 

directamente proporcional a la concentración de S-Adenosil-L

Homocisteina adicionada a los cultivos y al número de amibas -

utilizadas <Tabla 11). 

En este trabajo se estudio uno de los parámetros de virulencia 

de &· bistolytica como es la fagocitosis~ en donde se pudo 

observar que el fenómeno fue incrementado en forma directamente 
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proporcional a la concentración de S-Adenosil-L-Homocisteina y 

al nl"1mero de trofozoi tos de &,. hi stol yti c:a. 

Con ello se infiere que la capacidad fagocitica de ~. 

histolyticp puede modificarse como se demuestra en este estudio 

al adicionar diferentes concentraciones de S-Adenosil-L

Homocisteina, dando la evidencia de la facultad que tiene este 

protozoario para comportarse de diferente manera frente al 

huésped, desarrollándose la enfermedad o ausencia de ella en el 

mismo. 



CAP!IULO V 



CONCLUSIONES 

1.- Se estudió el efecto citolitico de &· histglytica cepa HMI-

IMSS cultivada en presencia y ausencia de diferentes 

concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina observándose un 

incremento en la capacidad fagocitica de las amib~s en forma 

directamente proporcional a la concentración de 5-Adenosil-L

Homocisteina • Este fenómeno, en forma inicial, fue morfológico 

para posteriormente destruir completamente a las células blanco. 

2.- Cuando las células CHO fueron marcadas radiactivamente e 

incubadas con trofo::oi tos cultivados con diferentes 

concentraciones de S-Adenosil-L-Homocisteina, el fenómeno de 

lis is determinado por la radiactividad liberada fue 

estadísticamente significativo con respecto a los testigos en 

donde se observó una lisis mucho menor. 

3.-. Al utilizar la mAxima concentración de S-Adenosil-L-

Homocisteina <10jtMol/ml) en cultivos de células CHO, no se dió 

ningUn efecto tO)(ico durante el tiempo de incubación. Por lo que 

se puede asegurar que las alteraciones sobre las células CHO son 

debidas a las amibas y al efecto de la 5-Adenosil-L-Homocisteina 

sobre la virulencia de las amibas. 

4.- Se propone que la fagocitosis de las amibas se incremento 

con la presencia de 5-Adenosil-L-Homocisteina y que el fenómeno 

responsable es probablemente combinado, es decirt cambios a 

nivel membrana en Terma inicial y en forma posterior cambios 

intracelulares por la inhibición sobre las transmetilasas. 

Se puede suponer que el fenómeno de virulencia puede alterarse 

por diferentes factores en donde las sustancias que rodean al 

protozoario pueden determinar el comportamiento diferente de 

éste. 
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