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CAPITULO 1 



INTl~ODUCC/ON 

t.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El patrón isaenzimatica de E11tamoeba histolytlco ha sido considerado como un para

metra de virulencia por diferentes autores (18,20,27,31,32,38,40). 

En otros estudias reo/izadas, se demostró que éste podía modificarse (43), calncidie!!. 

do con otras personas durante la axenización de cultivos monoxénicos (4,8,9,25,26,39); -

eliminondose lo corre/ocian entre uno amibo invasora y un determinado zimodemo. Sin 

embarga, en fechas recientes no se há podido reproducir los resultados de esto modific!!_ 

ción, corroborándose lo estabilidad del perfil isoenziMático (6, 16, 17,27). 

La parcial caracterización de la hexaci11asa (7) una de las isaenzimas que se utilizo- -

paro diferenciar cepas potágenas de las que na lo san, mostró similitudes en >U estructJ!. 

ra en ambos cepas, aunque el corrimiento isaenzimálico es diferente en codo una de -

ellos. Infiriendo que lo e/ectramovilidad podría estor influenciado por otros parámetros. 

Entre ellos las condiciones de cultivo en donde lo presencia de bacterias fue detérml -

nante (24/. Pues como se ha descrito el zimodema a patrón isoenzimática de lo hexocl

nasa cambio durante la oxenizoción. 

Otra factor que puede influir es el relacionado o los condiciones nutriciono/es del -

medio de cultivo; as/ se ha demostrado un incremento de los enzimas Modificando la -

virulencia del protozoario cuando fueron cultivados en presencio de ca/esterol (19/. 

Otra pasible factor es la heterogeneidad enzimótico que se puede presentar en /o -

fosfomanaesteraso (1) y más oun o/ fagocitar bacterias puede retener sus enzimas, es

pecíficamente hidro/osos bacterianos poro producir hidrñgeno. De ahi se explica lo -

susceptibilidad de Entamoeba /iistolytica o los agentes oxidantes ( 14/. Por otra /oda -

la importancia de crecer en presencia dr bacterias se relaciona con la virulencia de -

Entamoebo histolytica pues los lrofozoitos cultivados oxénicamente Jo incrementan -

cuando se les adiciono estos microorganismos a cuando se i!loculan en e/ hígado del -

hámster (46/, 

l. 



Una de las explicaciones que se proponen es que probablemente el ONA de las bac

terias se Incorpora temporalmente al protozoario y esta modificación es suficiente 

para iustificar estos hechos. 

Por otro lado Entamaeba /1islolvtica cuento con un número muy importante de en

zimas loco/izados en lo membrana y en el citoplasma de e/las, y estas son capaces de 

degradar sustratos como el cológeno (29). 

Entamaeba histoly/ica es un protozoario con capacidades enzimáticas muy parlicy_ 

lores sobre todo en el mecanismo de carbol>idratos (35,36), como al utilizar pirofosfo

lo paro fosforllor a la Fructosa 6 P y formar Fructoso 1,6 di fosfato mer/iante In Fos -

fofructoclnoso dependiente de pirofosfoto (E.C.2.7.5, 1.90) en lugar de er.1p/aar ATP -

(E.C.2.7.1.11). Con éste descubrimiento se realizaron esludias señalando que lo Fas -

fofrl!ctocinoso omibiona dependienw de Pirofasfoto inorgánico (E.C.2. 7.1.90) puede -

ser inhibido por análogos de Pirofosfato inorgnnico trayendo como consecuencia una 

disminución en su viabilidad ( 1 ZJ. 

Por otro lado se ha descrito ol Calopahl/e (lonthoxvlum liebmonniorum), planto -

medicina/ del Valle de Puebla cof"lo uno de las utilizados en el tratamiento de la In -

fecclón amiblona. E:n base o esta Información adquirido se motivó e/ interés por -

realizar estudias de un efecto amebicida especifico en Jos extractos de su corteza -

para corroborar su occlán farmocalágica antíamibiana sugerida por un conocimiento

empirlco popular. 
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1.2 OBJETIVOS 

1, Investigar el posible efecto letal de dos conccmtraciones de 10 r.ietabo/itas -
aislados de Zanthoxvlum liebmanniarum sobre cultivos axénicos de Entomoebo 

histalvtico. 

2, Investigar el posible efecto de seis concentraciones de /os análogos de Pirofos
foto, los cuales se postula inhiben o lo enzima Fosfofructocinosa dependiente 

de Pirofosfoto lo cual ocasionará alteración en la vía glicolítico y por lo tanto 

producirá un efecto tóxico sobre los trofozoitos. 

3. Investigar las posibles alteraciones isoenzimóticas que se ref1e1en en la e/ec -

tromovilidod de lo Fosdoglucomutasa (E.C.2. 7.5.1) interpretando que éste po -

dría ser una consecuencia riel efecto feto/ producido en los trofozoitos de 

Entomoeba histolvtica, 

1.3 HIPOT~S/S 

Los extractos de Zonthoxvlum liebmanniarum tienen un efecto letal sobre /os cul

tivos de trofozaitos de Entomoebo histo/ytica que se manifiesta por cambios en el 

patrón e/ectroforéiico /soenzimátlco especlficomente de lo Fosfog/11comutoso 
(E.C.2.7.5.1), 

], 



CAP/TUL O 11 



ANTECEDENTES 

2. 1 AMIB/ASIS. 

Entamaeba hista/ylica {110 doscubierla par el Dr. Friedrich L/Jsh 121/ en las hocos 

de un pacionte varón con disonlerio, en San Petesburgo, Rusia. El invcsligodor si -

guiendo /os posl11/ados de Koch logró reproducir Ja en{ormedad en perros, señalan<lo 

a EnlatJ:!oeba histolvlico como la responsable <le la disenteria amlbiana, 

En 1903 Frit1 Schaudinn (41) presisó aún más las caract<!res estructura/es <le 

Entamoeba y la denominó histalvtica por su capacidad para Jisar te;idos. Este --

protozoario presenta diferentes fases f!n su ciclo de \•ir/a: Tro(ozoito, prequiste, -

quiste, metaquiste y tra{o1oita m<!taquistico. ( 13,22). Los quistes tienen importan

cia porque constituyen la fase in{ectanle del huésped, Las formas mós {rC!cuentes 

de transmisión son lo contaminación de alimentos y la transmisión de persona a -

persona. Otro factor importante en la transr.?isión es la forma cono se efir.1inan -

las excretas en una conwnídad. La contaminación fecal de las manos por falta de 

higiene y lo contaminación del agua a través del fccolismo al aire li/Jre que lleva -

las heces hacia rías, arroyos a depósitos dC! agua mal protegi<los. (5,10,43/, 

Entamoeba histolytica es un protozoario entérico cosf11opolila del hombre, 

afecta al 10% de la población mundial siendo la mayar parte portar/ores osintamó

ticos. Podría asegurarse que no exíste un país libre de este protozoario. Es el -

responsable de 60,00D muertes anuales en el mundo par lo que constituye un pra-

blema de salud público muy importante (45). 

Recientemente se ha incluido en este problema a las har10sexuales en quienes 

este protozoario puede permanecer como camrmsa/ o invasor. (3,211. 

En nuestro país la amibiasis es Jo prolozoosis más importante, su preva/enciil es 

r!Lly variable vo <le 9,95% a 14% variando de acuerda a los p<!rsonas estudiadas y la 

localidad. 115 J. 
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Es por ello que la omibiasis ocupa un lugar relevante como causa de enferMcdad y 

de muerte. De 5209 autopsias, Jsto ocupo el lo, lugar como causo de muerte. 1341. 

Entamoebo histol~·ticg_puedc cursar con o sin manifestaciones clínicas, siendo es

to un gran problema, pues los trofozoitos pueden permanecer como comensales en /a 

luz del intestino sin producir da1lo aparente, o in~·adir el epitelio intestinal Pasando o 

circufcción y otros órr;anos por razones desconocidas. Apesar del número .v /u calidad 

de la investigación las mecanismos de patogénesis en Etamoeba histolvticn co11ti11ua11 

siendo un e11igma. (3). 

Dentro de la fisiopatogenia de la amibiasis la adhere11cio mediada por carbohidra

tos (33) co11stituye el primer co11tacto con /as células del huésped poro después produ

cirse una citolisis de la células adheridas por la amiba y finalmente la fagocitosis de -

las mismas as! como globu/os rojos. 

2.2 ANTECEDENTES DE LA PLANTA EN ESTUDIO. 

El género Zanthoxvlum de la familia de las rutáceas, comprende alrededor de 80-

especies, encontrados principalmente en A frica, Australia y América, En México se 

loco/Iza al Norte y Centro de la República hastá llegar o/ sur de Ooxaco, en Michoa

cón, Hidalgo, Puebla y Chiapas. 

Muchas especies de este género tienen una amplia reputación como plantas medie!... 

na/es en varias partes del mundo, de las cuales se han aislado y caracterizada gran -

variedad de metabalitos secundarlos de interés formacalógico. 

El Valle de Tehuacán esta ubicado en el sureste del estado de Puebla y narte de -

Oaxaca: altitud promedio 1,580 m sobre el nivel del mor: clima semiárido; población: 

Popo/ocas y Nahuas. En esta zona se realizó una exploración etnobotánica de informSI_ 

ción bilateral !intercambio de datos y material con la gente). De.rytro de las especies 

de uso medicina/ se encontró en San Andrés Cocaloopan, Puebla al Colopahtle (lantho

xvlum liebmanniorum), qLJe en Nóhuatl significo 11yerba de la lengLJa", al r.-wsticar su -

corteza produce sensación de adormecimiento en la lengua. 
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Es un arbusto ó árbol pequeilo de 3-1/.5 m de altura, es con espinas o sin espinas -

esparcidas, fo/lo/o$ de 1,3 cm de largo verde amor/liento y granulados con dientes -

muy pequeilos, semillas negras lustrosas y brillantes. Presenta actividad b/Ó.lógii::a en 

su corteza. 

La infusión acuosa de su corteza se utiliza como remedio' contra lo amibiasis. e in-
. ' . ' ·-· . 

fecciones parasitarios intestinales y en ocasionés como anestésico loco/. fil2,l/I/}. 

6, 
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3. 1 DIAGRAMA GENERAL 

Cultivo aKénico 
de 

Entamaeba his
talytica 

PARTE EXPERIMENTAL 

Preparar diferentes con
centraciones de las sus
tancias en media de cul
tivo axénico. 

Diluciones y adición de 

5 X 104 amibas. 

Incubar 

Cantar el número de 
amibas y viabilidad. 

Determinar el limodema. 

7. 



1.1.1. O/llGRAMll CON llNllLOGOS DE PIROFOSFll TO 

Cultivo oxénico Preparar diferentes 
de concentroclanes de 

Entomoebo his análogos de Pirofos 
talytica foto en media de 

cultivo oxénico. 

~ 
Di luciones por sex-
tuplicado y adición 

de 5 X 10
4 

de amibos. 

1 

" 
Contar el número Determinar 

Incubar 24 Hrs. ~ de ~ el 
amibas y viabilidad. llmodemo 

Contar e/ número Determinar 
Incubar 48 Hrs. i--- de ~ el 

amibas y viabilidad limodemo 

' Contar el número Determinar 
Incubar 7 2 Hrs. ~ de ,._... el 

amibas y viabilidad limodemo 

8. 



3, 1,2 DIAGRAMA DEL EXTRACTO CRUDO /)E lanthoxvlum licbmunniarum. 

Cultivo axénico Preparar diferentes 
de concentraciones del 

Enlomocba his extracto crudo de 
toly/ico lcmthox¡'1um /icbmu 

~ 

~ 
Diluciorws por scxtu-
p/icodo y adición de 

5 X 10q de amibos. 

1 .. 
' 

Contar el número Determinar 
Incubar zq Hrs. ~ rle ~ el 

amibos y viabilidad limodcmo. 

·, ·' 

Cantar el mimara Determinar 
Incubar QB f/rs. ¡._., de !--;,; el 

amibos y viabilírlod limademo. 
,,, 

""'" 
' 

' 

' 

1 Contar et núrncro Dctcrmirwr 
Incubar 72 //rs. ~ de r--1·. e/ 

amibos y viabilidad limodemn. 

Y. 



11.J. DIAGRAMA CDN METABOLITOS AISLADOS DE lanthoxylum llcbm_,larum. 

Cultivo axénico preparar diferentes 
de concentraciones de 

Entamoebo histo metabólitas ai•lados 
lytica. de lanthax~lum /ieb 

monniarum. 

l 
Diluciones par cuadru-
p/icoda y adición de 

5X 10
4 

de amibas. 

1 

' Contar el numero Determinar 
Incubar 24 Hrs, i--- de ~ el 

amiabas y viabilidad limodema 

Contar el nuemra Determinar 
Incubar 48 Hrs. - de 

,_. 
el 

amibos y viabilidad limodemo. 
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3,2 MA TER/AL, REACTIVOS Y EQUIPO. 

3.2. 1. MA TER/AL 8/0LOG/C0.-

3.2. 1.1. Cepa de Entamoeba histolytica HMI - IMSS.- Se cultivó axénico -

mente por el método de Diamond ¡'IOJ que se describe en el inciso 

3,2,5.1, 

3.2.2. MA TER/AL DE LABORA TORIO. 

Agitador magnético 

Baño de hielo 

Gradi /la para tubos 

Mechero Bunsen 

Papel filtro Whatman No. 1 cualitativo 

Parrilla de alambre 

Peine de pl~~tlca 

Plnzas'de punta -

Piceta de 500 mi 

Tela absorbente Sponte/ 

Tela de alambre con asbesto 

Tubas de plástico Fa/con para centrifugo con tapón de rosco 

Material de vidrio: 

Cámara de Neubouer 

Cubre objetos 

Embudo de talle largo 

Frascos ambor de 50 mi 

Matraz Kitazatode 500 m/. 

Matraz Erlenmeyer Pyrex de 700 y 250 mr con tapón de -

rosca. 

Matraz aforado de 10, 50 y 700 mi 

Pipetas Posteur 

Pipetas seralóg_fco!_ d~ 1.º. ~.O, ÚJ_y 10 r.i/ 

Placas de vidrio dii 15 X 25 cm 

Probetas de vfdrio de 100, 500 y 1000 mi 



3.1.J. REACTIVOS 

Por/ aabietos 

Tubos de ensaye de 10 X 100 mm can tapón de rasca 

T11/1os de ensaye de 13 X 100 mm 

Acldo ascórblca. Cristales. { Sigrw J 

Agar bacteriológico. A /lamente higroscópico. { BlaKon} 

Acldo caproico 99-100% {pfs/, (Sigma}, 

Acido má/ico. sol cristal/na 95-100%, {Sigma J 

Almidón de papa. hidro/izado. (4501 Sigma} 

A zu/ tripona, Crista/es. {Sigma J 

Citrato de amonio férrico. ( Merck J 

Clorhidrato de L-Cisteina. HCI Hidrato. (pfs}. (Sigma J 

Cloruro de magnesio. ( J, T. Baker } 

Cloruro de sodio, Q.P. (J. T. Baker 1 

DeKtrosa anhfdra. Reactiva analítico. Técnfca Químico J 

Ditiaerltrito/ (Merck} 

ED TA Reactiva anal/tico. ( Técnica Química J 

Extracta de levadura. A /lamente higroscópico. ( BloKon ) 

Fosfato de potasio manobásfco. Reactivo analitfco, (Técníc!!. 

Qu/mfca J. 

Fosfato de potasio dibáslco. Reactivo analltico. (Técnico -

Qulmfca/, 

Glui:osa 1 - fosfato. Sal cristal/na. (Sigma} 

Glucosa li fosfato 1fes(!/dragr.nnsá. Crfsta/lzada:y liaf/l/zada. 

(Sigma J 

Hfdró11/iJa de sodio. (l. Laitz J 

Metosu/fato de fenazlna (PMSJ Cr/stalés, (Sigma) 

Mezcla vitamínica, ( Mlcro/ab J 

Nicotinamida adenina dinUc/eotlrlo fasfatá (NADP), Salmo

nosód/ca. {Sigma 1 
Nitro azul de tetraza/ium, Cristal/no. árríarillo limán.(Sfgmo) 

Peptona tripticoso. (Bectan & Dlckinson J 

Suero bovino. (1.1/cralab} 
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J.1.4. EQUIPO 

Trizma basu. Cristalina aprox. 99,9% (Sigma J 

Trizma HCJ, Cristalino. (Sigma J 

Auto e/ove (presta J 
Balanza analítica ( Muttler AE-163 J 
Bomba de enfriamiento 

Bomba df! vacío mant.i'?J 

Celdas con cámciro de enfriamiento 

Centrf{ugo Sorv~/ conrefr/geracián modelo RC-5 

Conge/ÓIÍ9r (Ultra /ow J 
Filtro láminor ( Veco J 
Fuentu de poder 

Incubadora Medi-lab Marck No. 1115 

Microscópia de luz Invertido (lelss) 

Mlcroscópio óptico ( l eiss ) 

Nivel de gota 

Potenciometro Cornlng Modelo pH Meter 

Refrigerador ( IVhirpool ) 

Reto¡ 

Termómetro O-I00°C 

J.1.S. PREPARACION DE REACTIVOS 

J,1.S. r .. - CultlllO axénlco de Ent,.,_,,,, hlstalytlca. 

Poro el cultivo axénico de Entamoeba histolvtica se utl//za el me

dio de cultivo TYl-S-33 constituido por los siguientes componen -

tes: 

Caldo nutritivo TY. 

Peptona tripticasa 

Extracto de levadura 

Dextrosa 

Cloruro de sodio 

cantidades en gramos 

1.0 

1.0 

l.Q 

0.1 
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Fosfato de potosio monobós/co 

Fosfato de potasio dibósico 

Acido oscórbica 

Clorhldroto de L-cisteino 

Citrato de amonio férrico 

Aguo destilodo 

PROCEDIMIENTO: 

0.06 

0.1 

o.oi 
0.1 

0.1)0118 

82 mi 

Disolver los reactivos en el orden en que se menciono con aproxima

damente 50 mi de aguo bldestilodo, oiustor el pH o 6.8 - 6.9 con -

NoOH 0.1 M. y llevar o un volumen de 82 mi con aguo bidest//odo. 

Clarificar medionte filtración, o través de papel filtro Whotmon lf 1 

y esterilizar en autoclave o 121ºC durante 15 min 

Solución de vitaminas. 

Lo solución de vitaminas se odq11irio de los Laboratorios Mlcrolob, 

Suero bovino inactivado. 

El suero se odq11irio de los laboratorios Mlcrolob. Se descongela y -

se pone en bailo moría durante 30 minutos o 56°C. 

Preparación del medio de cu/rl'llO TYl-S-33. · 

Poro coda 75 mi de caldo T Y, se adiciono en condiciones estériles -

3 mi de mezcla vitamínico Microlob y 15 mi de suero bovino irioctL 

vado durante 30 min. o 56°C 

Prueba de esterilidad. 

Esto prueba de esterilidad se llevo o cabií'pafií détermiriar lo exis -

tencfo de uno posible contaminación por.· i.iacJerias -y fue incubar el 

medio TYl-S-13 durante 2* horas a 37ºC Transcurrido este tiempo 

se observa al microscopio can el fin de descartar 1i110 posil>IP. conta

minación. 



Inoculación de los trofozoitos o/ medio de cultivo TYl-S-JJ. 

La cepa se cu/// va en matraces de 7 25 mi durante 48 horas al fina

lizar este periódo colocar los matraces en bailo dn hielo durante -

S min para desprender las células de las paredes del matraz, pasar 

a tubos (olean de plástica ester/les y centrifugar durante 10 min a-

500 X g absorber el sobrenadan/e por medio de uno bomba de va -

cío con una pipeta pasteur estéril, de/ar el volumen necesario para 

Inocular los tubos. 

Número y viabilidad de los trofozoitos. 

Contar el número de cl!lulos mediante la cámara de Neubauer can -

el siguiente cálculo: 

No. X A X e 
B 

No. X 10 X 1000 = 
5 

No. X 1000 

No. = Suma de los 5 cuadros 

A Factor para determ/ác(r el Valar por mm ( 101. 
B = Númerade cUóar6ntes (5} .. 

e = Factor pdra dferrriinar el valor por mi (IOOOJ 

La viabilidad se determina par la exclusión de azul tripona al 0.04% 

en donde la avidez al colorante determino la viab//ldad de las ami -

bos. 

3.1.5,1.- Preparación de los /isados (Mezclo estabilizadora} 

Solución de ácida caproico 200 mM. 

Tomar l. 16 mi de ácido capraico y diluir can SO mi de agua desti

lada. 

IS. 



Solución do EDTA 200 mM. 

Pesar 2. 92 g. de ED TA .v diluir con SO mi de agua destilada. 

Solución do ditioerltritol 200 mM, 

Pesar /,54 a .'de ditlo,eritrltol y diluir can so mi de ag~a destilado, 

3,1,5.3.-Corrimlento electrofarética, 

Solución rogulodara de Tri zma O, 1 M. plf'= 7. q 

Pesar 12.4 g de Trizma bose, 11,61 g de ácida mállco, 2,0] g -

de,\/gCl
2

, 3,72 gdeEDTA y 12.Bmlde NoOH 10 N. 

Disolver primeramente el Trizma, el ácido má//co y el MgCI 2 , 

mezclar despues el ED TA y el NaOH, ajustar el pH a 7.4 y -

aforar a un litro con agua destilada. 

Solución reguladora de fosfatos 0,01 M. pH = 7,0 

Pesar 17.4 g de Na
2

HPO 1¡ anhidro y 12.15 g de NoH/0
4

• 

Disolver por separado, mezclar y ajustar el pH = 7,0, aforar o 

1 litro con agua destilada. 

Preparación de las placas de vidrio con gel de almidón ele papa. 

Pesar B.O g de almidón de papa SIGMA 450 /,mezclar con 100 mi -

de solución reguladora de Trizma pH = 7.4. 

La mezcla de alnidón .~· la solución reguladora deberá formar una -

suspensión uniforr.1ei calentar en un matraz J\itazato hasta hacerse -

espeso y luego nenas viscoso, evitar que el olr.iidón se pegue en el -

fondo del matraz por medio de uno agitación rápida. Una vez que -

la viscosidad del almidón decae notoriamente des gasificar por me -

dio de vacio, vertir en la placa de vidrio en la que se va a formar la 

base del gel. Utilizar placas de vidrio de 15 X 25 cm tan pronto//!_ 

gue a temperatura ambiente insertar un peine en donde irán !Ós 

muestras y quedo listo paro utilizarse. 
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PROCEDIMIENTO: 

Utilizar cm el corrimiento e/ectroforótico ce/dos con cámaro de en -

(riomiento paro. mantener la temperatura il 8°C, colocar en éstos -

las placas de ·vidrio;. 

HOCf'.rlas conexiones de las sol11clones reguladorcJSpor.medio de 

_olmohad/l/as gruesas de tela absorbente ( Spontel} niá{ados con la -

mismo solué:ión, para lograr un buen contacto con lo supcr(i~ie del -

gel, colocar otro vidrio grueso en los extremos de las álmohadillas, 

Hacer el corrimiento durante q horas a 180 - 200 volts· y SO mA por 

placa. 

3.2.S,q,-Destrral/o de la reacción. 

Solución de Trisma-HC/ 0.3 M. pH = 8.0 

Pesar 0.3 g de Trizma-HCI, diluir con 100 mi de agua destilada, -

ajustar pH =B.O con NaOH. 

Cloruro de magnesio 1 M. 

Pesar 20.11 g de cloruro de magnesio, diluir can 100 mi de agua -

destilada. 

NltDP ( 1 mg I mi J. 

Pesar 100 mg de NADP y dlfolver .en 10 mi de agua destilada. 

Clucosa 1 - fosfato (12.S mg/mt} 

Pesar 312,S mg y disolver en 25 m• de agua destilada. 

Glucosa - 6 - fosfátO deshidrogenoso (G6-PDJ (100 Ul/ml J. 

Adicionar 10 mi de agua destilada al frasca que contiene la enzima 

( 1000. Uf/mi / tomar de ese mismo 1 mi 
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ftfetosulfoto de fenozino (PMSJ ( 1 mg/ml.) 

Pesar 10 mg de PMS y diluir en 10 mi de aguo destilada, 

Nitro azul de telra1olium (MTTJ (S mg/ml ). 

Pesar 50 mp de MTT y diluir en 10 mi Je aguo destilada, 

Todos los reactivos se mantuvieron en refrigeración o IJºC 

Afl"" al 1 'l.. 

Pesar 1 g de ogor bacteriológico y diluir en 100 mi de aguo destil!!. 

do. Calentar lo mezclo hasta punto de ebullición, guardar en tubos

de ensaye, en porciones de 10 mi en ·cada tubo, conservar en refri -

gerocián, 

Poro el desarrollo de lo reacción utilizar lo siguiente mezclo reve -
/adoro: 

Trlzmo~HCI 0,3 M; pH = 8'.0-

Cloruro de magf1eslo 1 M. 

NADP ( 1 mg/ml} 
Glui:oscic1-fosfato (11.5 mg/mlJ 

Glúcoso-6-fosfato d~shldrogenasa (G6PbJ . -

Metosulfato i:lff fenozino (PMSJ (1mg/m/J 

Nitro azul de tetrOl(lll'!m (MTTJ (Smg/ml/ 

Agara11 % 

1.0 mi 

0.1 mi 

0.1 mi 

l.Oml 
0,1 rr¡I 

i.Oml 
¡,Oml 

10.0,r,1. 
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3.3 METODDLOCIA 

3.3. '· ANllLOGOS DE PIROFOSFll ro. 
Los análogos de pirofosfoto fueron focilitodos por /a gentileza del Dr. Ben/o· 

min Ortíz del Instituto d<J Química ele lo UNAM. 

Al 1 hidroximetilen di{osfonoto tetrasódico. 

P03No2 
I 

H-f·OH CH 2 P 2 0 7 No4 
P03Noi 

BJ Sal sódico ( 1 hldrox(etlleno 1 b/sfosfónico. 

pa3Naí 
/' .: . 

CH3" C -OH 
I 
P03Na2 

CJ Hidro11lnonono d/fos{onato tetrasódico 

P03No2 
I 

R - C -OH 
I 
P03Na2 

J.J.Z. INVESTIGllCION DEL NUMERO Y lit VlllB/LIDllO DE Enlamoeba hislolyli 

~ CUl TIVllDll EN PRESENCIA DE SEIS DIFERENTES CONCENTRllCIO -

NES DE TRES llNlllOCOS DE PIROFOSFll ro. 

Los onólogos de pirofosfato se preparan en uno concentración inicial de 

1 mg/ml, utilizar coma diluyente el medio TY (10 /. De ellos se llevan o ca -

bo diluciones partiendo de los soluciones iniciales (lmg/ml) hosta obtener -

las siguientes concentraciones de 1.0; 5.0; 10; 50; 250 y 500 g/ml Utilizar -

como diluyente nuevamente el medio TY (70 l. esterilizar a través de filtro -

mili pare O, 22 ¡Pm 
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PROCEDIMIENTO: 

Colocar por seKtup/lcoda cada dilución en tubas de ensaye de 10 X 100 mm 

can tapón de rasca, completar su valumen o 6 mi con medio de cultivo T Y -

-S-33, Inocular acoda tubo 5 X 104 trofozoitos para cada tubo. De/ar /ncu -

bar a 17ºC durante :u, qs y. 7 2 horas. Después de los primeras 11¡ horas, dos 

tubos de cada concentración se centrifugan durante 10 min. a 500 K g o 1¡oc 

y su volumen se llevo o 1 mi en éste se determino el número y vlobilldod de 

los trofozoltos de acuerda al procedimiento que se describe en el inciso -

1.1.s;1. 
Los tubos con 1¡8 y 72 horas se tratan de lo mismo formo ante.< mencionado,

osi como los seis controles correspoodientes a los trofazoitos cultivados en -

ausencia de los análogos. 

3,3.3.IN'IESTIGACION OE LA MODIFICACION EN EL PA TRON /SOENZIMA Tl

CO DE FOSFOGL l/COMUTASA fE.C.1. 7.5. l.} DE Entamoeba llistalrtlco -

Cl/L Tl'IADA EN PRESENCIA DE SEIS DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE ANALOGOS DE PIROFOSFA TO Y SIN ELLOS. 

Lo reacción propuesto es la siguiente: 

Clucosa-1-fosfoto 

!PGM 

Glucoso-6-fosfato /NADXPMSXMTT \r redJc Ido 

G6PD 

6-g/uconoto_/ \....NADPH ·· PMS .. .·· Forma•ón• 

• Compuesto colorido 
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Todos /os tubos en donde se determina. el nümera y viobilldod de las trafo -

za/tos se centrifugan, deshechor el sobrenadonte, del sedimenta preparar los 

l/sados adicionando uno mezclo estabilizadora que se describe en el inciso -

3.2.5.2, Dejar tos lisodas durante 2// horas o o0 c, centrifugar/os nuevamente 

o 3000 x g a 4 ºC y determinar el corrimiento electroforético como se des

cribe en el Inciso 3.2,5.3, osi como el desarrollo de la reacción en el inciso -

3.2.5.//, 

J,J,f. INVESTIGACION DEL NUMERO Y VIABILIDAD DE Entamoebo hislalylica -

CULTIVADA EN PRESENCIA DEL EXTRACTO CRUDO DE Zantha11ylum -

liebmanniarum. 

3.3.//,I. EXTRACTO DE Zonthoxylum liebmanniorum. 

De la corteza seco y molido hasta polvo del arbusto, utilizar las 

siguientes concentraciones: 1, S, 10, 50, :?50 y 500 g/ml Uti

lizar como diluyente el medio TY ( 101 y esterilizar o través de fil -

tro mll/pore 0,22 m. 

PROCEDIMIENTO: . 

Por séxti.ipl/cádo uiil/iot" /as éoncentraciones antes mencionados, en 

eitós adi;;ióiiJi 5 ·x Jo" tÍ'~fÍ:J~oÍtos ~igÍii~ndo lo metodología que se -

3,3.4;2, M:TABOLfTOSSEC;NDARIO;OE Zanthaxylum llebmanniorum. 

Las. míi!abo/lfcis ~ectifr:Jarlo~ iJe Z anthoxylum llebmanniorum se oís/!!_ 

ron y codifÍci:Jro~im él Instituto de Quffn/ca de la U.N.A.M .. por e/

DR; a¿ri¡aniiñ driíz y lú cj.f:,8. Rocío López U/ocio. 

1.- 4-Á 2.- E-IX 3,- C-IX //,- M-4 

5,- / VIII 6.- 8-E 7.- M-9 8.- M31 

9.- F-14 10,- M2P5, 

De los compuestos 4-A y E-IX emplear dos concentraciones 25 y 

62.5 g/m/ De las compuestos C-IX; M-4: 1 VI// Y 8-E las dos di -

ferentes concentraciones corresponden a 50 y 125 g/ml En re/a -
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c/ón a los compuestos M-9; M31 los concentraciones a '!ti/Izar son -

de 11y180 g/ml y finalmente los compuestos F-14. y M1P5 se e!!J_ 

pleon 250 y 675 g/ml Dilúir en el medio TYlro J, esterilizar o 

través de filtro milipore 0.22 m. 

PROCEDIMIENTO: 

Por cuadruplicado cada dilución se coloco en tubos de ensaye de 10-

X 100 mm se completa su volumen a 6 m/., se inoculo cado tubo -

con 5 X 10" trofozoitos, dejar incubar durante 21/ y 48 horas. Al -

finalizar estos periórfos los tubos se centrifugan durante 10 minutos 

o 500 x g a q ºC, su volumen se lleva a 1 mi en el que se determina 

el número y viabilidad de los trofozoitos de acuerda ol procedimle!J.. 

to que se describe en el inciso 3.2.5.1. 

1.1.5.INllESTIGACIDN DE LA MODIFICACION AL PA TRDN ISOENZIMA TICO -

DE FDSFOGL UCOMUTASA (E.C.1. 7,5. l.) DE Entamoeba histolytica CUL TL 

llADA EN SEIS DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO CRU

DO DE Zanthoxylum liebmannitrUm Y SIN ELLAS. 

PROCEDIM/E N TO: 

Después de cuantificar el número de los trofozoitos en formo como se des -

cribe en el incisa 3,3,2. Los tubos son centrifugados y del sedimento se pre

paran los lisados de forma igual a la que se describe en el Inciso J,J,2, Lo -

determlnocion del corrimiento electroforétlco se /leva a cabo en la forma -

en que se describe en el inciso 3,2.5,3. y 3.2.5.4. 

3,3.6 .. INllESTIGACION DE LA MODIFICACION AL PA TRON ISOENZIMA TICO -

DE FOSFOGLUCOMUTASA (E.C. 1.7.5.1.) DE Entamaeba histolytica CUL -

TIVADA EN DOS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LOS 10 METABO

LITOS AISLADOS DE lanthoxylum liebmannitrUm. 

PROCEDIMIENTO: 

Después de cuantificar en forma como se describe en el inciso 3.3.1. los tu -



bos son centrifUgodos, los Usadas se preparan en formo igual a la que se des

cribe en el inciso 3. 3, ;>, 

3.4 ANAL/SIS ESTADIST/CO. 

Los resultados se evoluon mediante estodiostico descriptivo ( 11 J de ello se -

considero lo media así como lo desviación estondar, se utilizo el onólisis de -

varían to para determinar deficiencias cuando el valor da lo probabilidad cs

menor a igual o o.os. 
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CAPITULO IV 



1/.1 RESUl TADOS 

El núrwro de trofozo/tos v/ob/es después de cuttivorse en presencia de d/feren -

tes concentraciones con el análogo de pirofosfato inhibidor 1 se presento en fa Fi 

gura l. 

H 
a 

FIGURA 1 

SOBREVIVENCIA DE Entamoeba histolytica CUl TIVADA 

CON El INHIBIDOR l. 

4 >-----------· - ·- ---·--· ------- ---- -----

24 48 72 

TIEMPO EN HORAS 

- 1.0 ug/ml f.\\\\\1 6 O ug/ml O 10 O ug/ml - 60 O ug/ml 

lillllil 250.0 ug/ml CJ 500.0 ug/ml - TESTIGO 

lnhlbldor 1.- 1 hidroximetilen d/fosfonoto 
tetrosód/co. 

Estos resultados corresponden al volar de la medio de los va/ores obtenidos en -

experimentas rea/izados por duplicado. El análisis estadístico de elfos mostró, que no 

hubo diferencias significativas después del cultivo de 14 y 48 horas. No así a tas 71 -

horas y en forma más importante al comparar/os con el testigo pues dio un vo/oar de -

p 0.001. 
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El patrón e/ectrafarétlca de las trafazaltas cultivadas can el análoga de plrafasfa 

ta 7 en /as diferentes concentraciones después de 2q horas se presenta en la Figura 2, 

® 

e 

FIGURA 2 

CORRIMIENTO ElECTROFORETICO DE lA FOSFOGlUCOMUTASA 

DE Entamooba hlstolytica CUl TIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN

TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 7 DESPUES DE 2• HORAS. 

• - • • " ti •·· - .. - • --- - - --- -a b e d e f 

Entamaeba hista/ytlca cultivada can a.- 1.0; b,- 5,0; c.- 10 d.- 50; 

e.- 250; f,-500 glml y g.- control después de 24 haros, La reac -

ción se manifestó después de lo e/11ctrafaresls can sulfata de fenazj_ 

na y nitra azul de tetrazalium. 

• -
~ 

En ella se observaron et.ilesiirra/la de üna dab/ii biinila. Esiá modif/cac/ón e/ec

trafarétlca se manifestó sin. pres~ntor réloclón cañ Já concentración del análó!}o. 
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La Figura 3 presenta los resultados obtenidos cuando se cultivaron los trofozo/

tos con el mismo análogo después de 48 horas: en donde se observo r¡uevamente esto -

alteración e/ectroforétlca sin observarse relación con la concentración utilizada, aún 

después del cultivo de 71 horas, Haciéndose notar lo diferencia can los trofozoitos -

cultivados en ausencia del inhlbidor en donde no se presento esto alteración. 

@ 

e 

F/G'URA 3 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Enta,,_,,.. hlstalytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN 

TES CONCENTRACIONES DEL INHIB/DOR 1 DESPUES DE •B HRS. 

• 11 • • e ' - • -- - - - -- -a b e d e f 

Entamaeba histolytica en presencia de a.- 1,0; b.- 5,0; c.- 10; -

d.- 50; e.- 150; f.- 500 glml g.- control después de 48 horas. 

Lo reacción enzimática se manifestó después de /o electroforesis -

con su/foto de fenozino y nitro azul de tetrazo/ium. 

-~ 
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Los resultados ol utilizar el análogo de pirofos{oto inhib/dor //se muestro en lo 

Figuro Q, 
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FIGURA 4 

SOBRE VIVENCIA DE Entamoeba histalytlca CUL TlllADA 

CON EL INHIBIDOR 11. 

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 
TIEMPO EN HORAS 

- 1 O ug/ml B 6 O uglml O JO O 11g/ml - 60 O ug/ml 

filTifil 250.0 ug/ml 0 500 O ug/ml - TESTIGO. 

lnhibidor 11.- Sal sódica ( 1 hitkoKi etileno J 
b/sfasfanico. 

En ella nuevamente observamos el nivel de sabrevlvenc/a después de 72 ha_~.a~ 

de cu/ti vo, En el que el número de trofazo/tos fue menor en rélac/án a fo concentra_ -

ción utilizada, pero sobre todo con respecto al testigo donde el valor fué de p 0,001, 
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El patrón lsoenzlmótfco desarrollado par la fosfoglucomurasa de los trofozoltos

cultfvados 21/ horas en presencia del inhlbidor 11 se presento en la Figuro 5. 

® 

FIGURA 5 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASll 

DE Entamoebo histal11tica CUL T/'111011 EN PRESENClll DE DIFEREN 

TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 11 DESPUES DE 1• HRS. 

,, • " 11 ti -
06- -

ª b 

--e 

• 
-d 

... -- -e f 

_Entamoebn hislolvlica en presencio de a.- 1.0: b.- 5.0: c.- 10; -

d.- so: e.- 250: f.- 51)0 g/ml y 9.- control. después de 24 Hrs. 

Ln reacción enzimática se manifestó después de lo elctroforesis

con sulfato de fenazino y nitro azul de tetrozofium. 

-g 
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En donde se revelo el desarrollo de isoenzimos dependientes de lo concentración -

utilizada. 

Sin embargo después del cultivo de 48 y 72 horas éstas alteraciones se hicieron -

menos visibles y na hubo relación can In concentración cama se muestra en la Figura 6 

o las 48 horas y en la Figura 7 después de 72 horas de cultivo cama en el caso anterior 

los testigos dieron una banda. 

FIGURA 6 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE D/FEREN 

TES CONCENTRACIONES DEL IN/118/DOR 11 A LAS 48 HORAS . 

• .... • " • " • - - - -e ---b e d f g 

Entamoeba histalytica en prescmicn de a.- 1,0; b.- 5,0; c.- 10; -

d.- 50; e.- 250: f.- 500 g/ml y g.- control. después de 48 Hrs. 

l n reacción enzimática se manifestó después dP. In e/ectroforesis

con sulfato de fenazina y nitro azul de tr.trazolium. 

29 



@ 

1 
e 

FIGURA 7 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA 

DE Ent-'>a histolrtlca CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREN 

TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 11 DESPUES DE 71 HRS. 

.. "" • •• • ....... - --· -a b e d e f 

Entomoebo h/stolvtico en presencia de a.- 1.0; b.- 5.0; c.- 10; -

d.- SO; e.-250; f.- 500 g/ml y g.- control. dP.spués de 72 Hrs. 

Lo reacción enzimático se monife,stó después de la electrafores/s

con sulfato de fenazino y nitra azul de tetrozolium. 

g 
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Por al contrario el efecto da sobravivuncia más Importan/a se observó can al an!!. 

lago de p/rofosfo/o inhibldor 111 a los 24 horas, Sin umborgo lo obsurvoda un este --

tiempo de Incubación fue temporal pues después de 48 y 71 horas de cultivo, uf núma -

ro de trafazoltas viables se lncremuntó en forma proporciona/ a lo concentración uti-

/lzada del inhibldor como se muestro en lo Figura 8. 
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FIGURA 8 

SOBREVIVENCIA DE Entamoebo histolyticn CULTIVADA 

CON El INHIBIDOR 111. 

24 HRS. 48 HAS 72 HAS 
TIEMPO EN HORAS -1.0 ug/ml t.\\\\\1 5.0 ug/ml O 10.0 uglml - 60.0 ug/ml 

lillilll 260.0 ug/ml CJ 500.0 UQ/ml - TESTIGO 

lnhibidor 111. - hidroxl nonono difosfonoto 

telrasódico. 



Finalmente al incubar los trafozaitas con el inhibidor 111 dcspucs de 24 horas se -

presentó el mismo fenómeno e/ectroforético sin relación con lo concentración utiliza

da camo se observa en la Figura 9. 

® 

1 
e 

FIGURA 9 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA 

DE Entamoeba hi>lolrtica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE!!_ 

TES CONCENTRACIONES DEL INH/BIDOR 111 DESPUES DE 1• HRS. 

~b.;¡;. • 9 • • •• • . . . ~ ., 
íi,:,: ·!f·· • ... ;.i - - - - - -

a b e d e f 

Entamoeba histo/ytíca en presencio de o.- l.O: b.- 5.0: c.- JO: -

d.- 50; e.- 250: f.- 500 g/ml g.- contra/. después de 24 Hrs. 

La reacción enzimática se mcnifestó despues de la electraforesis

con sulfato dé fenazlnn y nitro azul rle tfllrazolium. 

.. ..,,,. 
-g 



No as/ despuds de/ cultivo de 48 horas Figura 10 y 72 horas Figura 11 en donde -

este efecto tendió a desaparecer como se presenta en la Figura 10, 

FIGURA 10 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFDGLUCDMUTASA 

OE Enlamoeba h/slo/ytica CUL T/llADA EN PRESENCIA DE DIFERE!!_ 

TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIOOR 111 OESPVES DE 48 HRS. 

fintamaebo histolvtica en presencia de a.- /,O; b.- 5,0; c,- 10; -

d.- SO: e.- 250; f.- 500 g/ml g.- control. después de 48 Hrs. 

la reacción enzimática se manifestó después de la e/ectroforessis

con su/fato de fenozina y nitro azul de tetrazo/ium. 
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FIGURA 11 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA 

DE Entamoeba histalrtica CULTIVADA EN PRESENCIA DE D/FERE!!_ 

TES CONCENTRACIONES DEL INHIBIDOR 111 DESPUES DE 71 llRS. 

.. ... .. - "''" ""' •• 
8 b e d e f 

Entamoeba histolytlca en presencio de o,- l,O: b.- 5,0; c.- 10; -

d,- 50; P..-250: f.- 500 g/ml g." contra/, despúés de 72 Hrs, 
La reacción eniimÓÚécisémánifestó despu~s de fa e/ecirofóresis

i:ón su/foto de fenáiiha ¡í nitrn azul di! tetrcizolium. 

g 
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El afí1cto de sobrevivencia de lanthoxvlum /iabmonn/orum en formo de extrocto

utilizodo en los concentraciones yo mcnciono<fos sobre los trofozo/tos de Entomoaba -

histolvt/co se manifestó disminuyendo su número coMo se muestro en lo Figuro 12. 

N 
o 

~ 

F IG UR A 11 

SOBRE VIVENCIA DE Entamoeba hlstolvtica CULTIVADA 

EN PRESENCIA DEL EXTRACTO DE Zantlroxylum l/eb

mannlarum. 

4 ,_ ______ ------·-------- ---·--· 

~ 3r-----

I 
1 

g 

24 HAS. 46 HAS. 72 HAS. 

TIEMPO EN HORAS 

• 1.0 UQ/ml B i;.o ug/ml CJ 10.0 uglml - 60.0 uglml 

ffilllll 260.0 ug/ml CJ 600.0 ug/ml - TESTIGO 

En ello observamos que el periódo de 24 horas fue el más importante sin reloción

con lo concentración tendiendo o desaparecer después de 48 y 71 horas mostrándose -

uno diferencio estadísticamente significativo en los tres periodos con respecto a los -

cultivos testigo p 0,001, 
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El patrón e/ectrafaretico de lo fosfoglucomutasa de Entomoeba hislolytica desa -

rro//ada al utilizar diferentes concentraciones del extracta de Zanthaxvlum licbmania

!1!!!1. mostró el desarrolla de isaenzimas dependiente del tiempo de incubación. 

Este efecto se manifestó en forma determinante después de 2~ horas de cultiva -

en donde se pr,,sentan das bandas mientras que a las 48 horas sola aparece una banda -

cama se presenta en la Figura 13, para este última periáda. 

e±> 

e 

FIGURA 13 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamaeba histo/ytico CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREJi 

TES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE lanthoxylum /iebma

nniarum DESPUES DE 48 HORAS. 

• • • • • • ... .. ... • .. .. Jt 

- - - - --
a b e d e f 

pn/amoeba histalytica en presencia dP. a.- 1.0: b.- 5.0: c.- 10; --

d.- 50; e.- 250; f,-500 g/ml g.- control. después de 48 Hrs. 

La reacción enzimática se manifestó después de la e/ctroforesis

con su/fata de fenazina y nitro azul de tetraza/ium. 

• 
-
g 
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De igual manera la Figura 711 muestra las rf!sultadas obtenidos a las 72 horas. f!n -

dondf! se observó un dí!sp/azamiento mayor de fa segunda banda, dada que f!l liempa dí! 

todos los corrimientOs se realizaron en forma semejante. 

@ 

l 
e 

F/G UR A 14 

CORRIMIENTO ELECTROFORET/CO DE LA FOSFOGL UCOAIUTASA 

DE Entamaeba histolytica CUL TIYADA EN PRESENC/11 DE DIFEREJJ_ 

TES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE lanthoxy/um liebmo

nniirum DESPUES DE 72 llORAS. 

"' " " •• .... ..... 
·• • -
a b e d e f g 

Entamoeba histolytica en presencia de a.- 1.0: b.- 5.0; c.- 10: -

d,- 50: e.- 150: f.- 500 g/ml g.- control. después de n Hrs. 

La reacción enzimática se manifestó después de la electroforesis

con su/fata de fenozino y nitro azul de tetrozolium. 



r.unnrfo se utilizaron los metnbolitos 11-A y E-IX aislndos rfe lantlwxyl11m liebmo 

~después ria 211 hnras do cultivn, El efecto de sobrcvivencio más iMportnntc lo 

rlcsarrol/á E-IX en tas dos concentraciones cnMparativamcntc con el testigo. No así 

dcspuñs de 1/8 horas en el que los trofo1nitos vin/Jtcs incrc.•r.1cntnron su minu~ro. 

Aunque estos no llegaron a Sí'!r comporabtcs con el testigo, p11C!s sus valores fue 

ron diferentes desde el punto de visto estadístico can ww p 0,001, como se muestra en 

la Figura 15. 

FIGURA 15 

SOBREVIVENCIA DE Enlamocba hlstolvllco CULTIVADA 

EN PRESENCIA DE LOS METABOLITOS •-A Y E-IX. 

lOr-----------------·----· -· 

24 

- 4·A 25 Ug/ml 

- E·IX 62.5 Ug/ml 

48 
TIEMPO EN HORAS 

B E·IX 25 Ug/ml 0 4·A 62 5 Ug/ml 

lillilll Testigo 

•-A Y E-IX.- Metabolitos aislados de 

lonlha1tylum liebmonniarum. 
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La electroforesis desarrollada por fa fosfog/ucomutoso de los trofozoitos cultiva -

dos con los compuestos q-A y E-IX despuP.s de 2q horas mostró nuevamente la presen" 

cia de /soenzimas en donde el metabolito q-A no presentó relación con fa concentra -

ción utilizada ni el tiempo de cultivo puesto que fa Imagen fue lo mismo, esto se pre -

senta en lo Figura /6, 

FIGURA 16 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE.!!._ 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO 4-A AISLADO DE lon

thoxylum liebmonniarum DESPUES DE 14 HORAS. 

<±> 

1 ' ••• .. e -
a b e d e 

Entamoeba histalvtlca en presencia de a.- 15; b.- 15; c.- 61.5; -

d.- 61,5 g/ml e.- control, después de zq Hrs. La reacción enzi

mática se manifestó después de la electroforesls con~ su/fato dii 

fenozlna y nitro ozul de tetrazolium, 
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No así el metabolito E-IX en el que la honda "lectroforética super/ar parecía te -

ner un grosor mayor a las 2q horas y se Incrementó despues de 1¡9 horas de cultivo 

como se presenta en las Figuras 17 ,v 18. 

FIGURA 17 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamaeba histalytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE!!_ 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOL/TO E-IX AISLADO DE E!f!= 
thaxrlum liebmanniarum DESPUES DE 211 /IORAS. 

Entamoeba hlstalytica en presencia de a.- 25; b.- 25; c.- 62,5; -

d.- 62,5 g/ml e.- cantral. después de 21¡ ho.-as. La reacción enzim!!_ 

tica se manifestó después de la electroforesis con sulfato de feiiazina 

y nitro azul de tetrazolium. 

"º· 



FIGURA 18 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE D/FEREJt 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO E-IX AISLADO DE Zatt

tha11ylum liebmannlarum DESPUES DE •B HORAS. 

@ 

' 
1 ~. 

e - - - --a b e d e 

¡:ntamaeba histolvtica en presencio de a.- 15; b.- 25: c.- 62,5; --

d.- 62.5 g/ml e.- can trol. después de 48 /toras. Lo reacción enzim~ 

tica se manifestó después de la electroforesis con sulfato de fenozina 

.v nitro awl de tetrazollum. 
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Al adicionar los metabolitas·c-1x; Af-11; / VIII y 8-E, a cultivos de trofozoitos -

mostraron que despues de 2q horas él compuesto M-4 se comporto en formo diferente

ª los demás, con el se desarrolló un efecto de sobre vivencia menos Importante. Sin -

embargo después de QB horas de cultivo /os trofozoltos viables cultivados con los meto

bolitos restantes crecieron, aunque en forma mu,v diferente)' particular poro cada 
compuesto. Como se observa ea la Figura 19. 
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F /e; U R A 19 

SOBREVIVENC/A DE Entamaeba histalytica CULTIVADA 

EN PRESENCIA DE LOS METABOL/TOS C-IX; M-•; 
/VIII Y 8-E. 

24 48 
TIEMPO EN HORAS 

- C·IX eo Ug/.m\'j M-4 60 Ug/mCJ 1-Vlll 60 Ug/- 8-E 50 Ug/ml 

lillilll C·IX 125 Ug/CJ M-4 125 Ug1'9 1-Vlll 125 UgAIIIIID e-E 125 Ug/ml 

llillill Testigo 

C-IX: M--.: I VIII Y 8-E .- Metobalitos aisladas de 

Z anthaxylum /iebmanniorum. 

/¡}, 



Al adicionar los camp11estos C-IX: M-4: I VIII y B~E, el primer compuesto desa -

rrol/ó lsaen1im~s después de 24 horas. de c11/tlvo, pero después de 48 horas la banda in
ferior tendió a desaparecer haciéndose más grueso la banda superior. Como se obser-

va en la Figuro 20, 

FICURA10 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOCLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histalytlca CUL Tlll'ADA EN PRESENCIA DE DIFEREfi 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO C-IX AISLADO DE Zan 

tha11ylum liebmannltrum DESPUES DE .fB HORAS • 

• 
e - -a b 

••• 
-e -

d 
-e 

Entamaeba histolyt/ca en presencia de a.- 50; b,- 50; c.- 125; -

d,- 125 g/ml e.- control, después de qo horas. La reacción enzimÉ_ 

tlco se manifestó después de la électroforesis con sulfato de fenazlna 

y niíro azul de tetrazolium, 



E I comportamiento de lo fosfoglucomutoso en tro{ozoitos cultivados con los tres-

compuestos restantes M-Q; I VIII Y 8-E fue muy seme/onte. Sin embargo a las QB horas 

en algunas de los cosas permanecieron cama se presento en los Figuras 21 y 22, 

FIGURA 21 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO OE LA FOSFOGL UCOMUTASA 

DE Entamoeba histolytica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE!f. 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO I VIII AISLADO DE ?.!!!J. 
thoxylum liebmanniarum DESPUES DE fB llORAS. 

(!) 

¡ • • ' • • e - - .. -a b e d e 

Entamoeha histalytica en presencia de a.- 50; b,- 50; c,- 125: 

d.- 125 g/ml e.- control. después de QB horas. La reacción enzim!!_ 

ti ca se manifestó despuP.s de la electroforesis con su/foto de fenozina 

y nitro azul de tetrozo//um, 

QQ. 



FIGURA11 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histalylica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE!!_ 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO 8-E AISLADO DE lan

lhaxylum liebmannicrum OESPUES DE 48 HORAS. 

® 

1 
r;~};::· ~~¡;!· @l ~~ .. ' ~'!· 

~··':'!-.¡• .,, • e ......_. 
a b .e d e 

Entamoeba histolvtica en presencia de o.- 50: b.- 50; c,- 125; 

d.- 125 g/ml e,- control. después de 48 horas. La reacción enzim!J.. 

tica se manifestó después de la electroforesis con su/fato de fenazino 

y nitro azul de te/razolium. 
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Curmdo los lrofozo/tos fueron cultivados 2q liaras con los compuestos M-9 y M31 -

o pesar de que sus cancentracianes fueron de las más a/las. Estas tuvieron Igual signi

ficado en P./ número rle· trofozo/tos, como se muestro en la Figuro 23 mon'teniendose -

este efecto después de 48 horas, Aunque si lo hicieron al compararse con el número -
rle trofozoltos testigo p 0.001. 

6 
N o 

4 
o 
E 
T 3 R o 
F o 2 l 
o 
1 
r 
o s 

o 

F 1 GURA 13 

SOBRElf/lfENCIA DE Entamoeba histotvtlca CUL TIVllDll 

EN PRESENCIA DE LOS MET llBOLITOS M-9 y MJ'. 

24 -M-9 111 O Ug/ml 

- M3' 280 Ug/ml 

TIEMPO EN HORAS 

R M3' 111.0 Ug/ml 

EillJ TESTIGO 

48 

CJ M-9-280 Ug/ml 

fltl-9 y fltl3'.- fltletobol/tos aislados de 

Zanthoxylum llebmannif11'um. 

//6. 



El cultiva de las trofazaitos can los compuestos M-9 y M3' después de 24 horas de

sarrollaron igualmente en la fosfog/ucamutoso isoenzimas, Aunque en forma diferente 

pues los das bandos electroforéticas se encontraran muy ¡untos hacíendase la diferen -

cio por lo distancio de los desplazamientos en donde fueron mayores con el compucsto

M-9 sin observarse diferencias en lo concentración utilizado y en el !lempo de Incubo -

ción después de 48 horas de cultivo, esto se presento en la Figuro 24 y 25. 

FIGURA 24 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoeba histolrtica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFERE!!.. 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO M-9 AISLADO DE Zan 

thaxrlum licbmmmiarum DESPUES DE 14 HORAS. 

Entamo·?ba hlstolvticn en presencia de o,- 111: b,- 111: c.- 280; -

d.- 280 g/ml e.- control. después de N horas. Lo reacción enzimá

tica se manifestó después de lo electroforesis can sulfato de fenazina 

y nitra azul de tetrazolium. 
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F 1 CURA 15 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOCLUCOMUTASA 

DE Entamoebahlstalytico CUL TlllADA EN PRESENCIA DE DIFEREJ!.. 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOL/TO Ml' AISLADO DE Zon

tho11ylum liebmonnlarum DESPUES DE 1• llORAS • 

.•• .... - - - -b e d e 

Entamoebo hlstolytica en presencia de o.- 111; b.- 111; c.- 280; -

d.- 280 g/ml e.- contra/. después de 21/ horas. la reacción enzimE_ 

tica se manifestó después de lo electroforesis con su/foto de fenazina 

y nitro azul de tetrazo/ium. 

1/8, 



No asilas compuestos F-14 y M2P5 en donde el segundo compuesto desarrolló un -

efecto de sobrevivencia menos visible dependiendo de la concentración utili10da. Sin -

embargo, las trafozoitos viables después de cultivar/os 48 horas el efecto de sobrevi -

vencia tuvo poco Importancia y sólo mostró diferencias con respecto a los valores en -

contrados para el testigo como se observa en /a Figura 26. 
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FIGURA 26 

SOBRE'll'IENCIA DE Entamoeba histo/ytica CUL Tl'IADA 

EN PRESENCIA DE LOS METABOUTOS F-1• Y M2P5 

o 
F 
o z o 
1 
T o 
3 

2 

o 

--
24 

F-14 200 Ug/ml 

M2P6 6 76 Ug/ml 

48 
TIEMPO EN HORAS 

- M2P5 2(;0 Ug/ml o F-t• ~76 Uglml 

\illilll TESTIGO 

F-14 y M2P5.- Metabo/itos aislados de 

Zanth01ty/um liebmanniarum. 
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Finalmente el cultivo de los trofozoitos con los compuestos F-11/ y M2P5 a las -

]q horas desarrolló en la fosfoglucomutasa ísoenzimas can la bando superior muy tenue 

con el primer compuesta pero a los 1/8 horas se hizo más visible y gruesa, esta se obser_ 

va en las Figuras 27 y 18, 

FIGURA 17 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoebo histolvtíco CIJL TIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREJ! 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOLITO F-1• AISLllDO DE Zan 

thoxylum liebmanniarum DESPUES DE 1• HORllS. 

@ 

·; .r 
~ 

.. ~"*" ,J 
.~~¡!' ..,. ... 

,,, .. , .. ~-

e ---a b e d e 

Entomoeba histo/ytica en presencia de a.- 250; b.- 250: c.- 675; -

d.- 675 g/rnl é,- control. después de 24 horas. La reacción enzimg_ 

tlcri se manifestó después de lo electroforesis con sulfata de fenazina 

y nitro azul de tetrazolium. 
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FIGURA 28 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGL UCOMUTASA 

DE Entamoeba histolrtica CULTIVADA EN PRESENCIA DE DIFEREJ! 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOL/10 F-1• AISLADO DE latt

tho11ylum liebmonniarum DESl'UES DE •8 HORAS. 

' •. e - - - - --·· 
a b e d e 

Entamoeba histalyt/ca en presencio de a.- 150; b.- 150; c.- 675; -

d.- 675 gfml e.- control, después de 48 horas. La reacción enzim~ 

tlca se manifestó despur!s de la electroforesis con su/fata rle fenazino 

y nitro azul de tetrozo/lum. 
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Con el compuesto M2P5 el desarrollo de isoenzimos fue muy irregular a /os 21/ -

horas no hubo relación con lo concentración utilizado ni con el tiempo de incubación -

coma se muestro en la Figuro 29. 

FIGURA '19 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LA FOSFOGLUCOMUTASA 

DE Entamoebo hlstolrtica CULTIVADA EN PRESENCIA DE OIFEREJ!!.. 

TES CONCENTRACIONES DEL METABOL/TO M'1P5 AISLADO DE -

Zanthaxylum tiebmanniarum DESPUES DE 1• HORAS • 

• 
e

ª 
-
b 

-
-
e 

.. .. 
- -
d e 

Entamoeba histolvtica en presencio de a.- 250; b.- 250; c.- 675: -

d.- 675 g/ml e.- contra/. después de 21/ horas. La reacción enzim&_ 

tica se manifestó después de la electroforesis con sulfato de fenazfna 

y nitro azul de tetrozallum. 
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q.z DISCUS/ON 

El efecto letal ríe los metabolitos aisladas de Zantha~·ylum liebman11iú;·um sobrn. 

los trofozoitos de Entamaeba histolvtica, sugiere que san compuestas potencia/men

te amebicidas. Carre/acionandose este efecto ca11 la modificación e/ectrafarétlca

de u11a enzima de la vio glicalitica especificome11te de lo Fasfoglucamutasa, siendo 

esta una de las primeras manifestaciones de las compuestos así coma el efecto que 

produce la inhibición enzimática de la Fosfafructacinasa dependiente de Pirafosfoto 

( 12) can análogos de este compuesto. 

De acuerda a /as resultadas obtenidas, el principia activa, de las tres inhibldares, 

mostró tener relación directo can su constitución química. E11 donde el efecto menas 
importante se observó can las análogas do Pirafosfata I y 11 o las 24 horas de culiiva 

y sólo hasta después de 7l horas se presentaron diferencias en su crecimiento campa -

rotivamente can el testigo. 

Esta podría explicarse camn una consecuencia de las recursos m<itabólícas·dél 

protozoaria tan extraordinarias, pues cuenta can una enzima capaz de fasfar//af" a la 

Fructasa 6 (P) utilizando A TP y continuar la vio gllcalítica (35,36), 

Par aira lada el desarrolla de isoenzimas en la Fasfaglucomutaso se jusi/fiéa in -

firienda que la inhibición causada por los análogas de Piro(osfata, tro/a como é:onse -
cuencia que la fosforiloción de la Fructosa 6 (PI no se //P. vara a coba y pór esta razón 

se acumulara favoreciendo lo reacción reversible. 

En estas condiciones la Fosfofructaisomerasa hizo pasible que la Früctosa 6 IPJ -

acumulada se convirtiera a Glucosa 6 (PI y la Fasfaglucamutasa en forma de ls0ef1zi

mas la transformara a Glucosa 1 (P} como sucede en otros casos (I /, 

Estas suposiciones se apo.von, en los resultados experlmenta,tes ·a.btenldos, pues la 

presencio de isoenzimas en la Fasfaglucamutaso fue cfarójevéíandO'cahslstén~/0 en 

este efecto donde el numera de isaenzimas desarral/a</as can /as análogos 1 y 11 fue 

muy importante. 
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A pesar de elfo, lo sorprendente fue, que el efecto se minimizo y llego o desapa -

recer despues de 48 y 71 horas. al Los análogos de Pirofosfato se biotronsformon y ya 

no actuaron. bl El aumen/o en fo sintesis de Pirofosfato por los cual fu inhibición -

competitiva yo no se da. De donde inferimos que los trofozoitos recuperaron su vía -

metabólica habitual al utilizar Pirofosfuto en lugar de análogos .v así fosforilar fu FruE._ 

tosa 6 (PI con lo Fosfofructocinaso dependiente de Pirofosfato. Esto puede explicarse 

de tres maneras: a) Los análogos de Pirafosfato fueron biotransfor1t1ados (por los sis

temas metabólicos de lo amiba) a metabolitos que no presentan inhibición. b) El -

aumento de ta síntesis de Pirofosfato en la amiba podrá disn1i1111ir la inhibición comp~ 

titivo de los análogos estudiados. e) Dado que se presentaron isoenzimas de la Fas -

foglu_comutasa dependiente de Pirofosfoto que son menos sensibles a los compuestos 

por lo cual el efecto letal fue menos marcado. De tal manera que el tiempo de incu -

boción y las condiciones de culti~·o fue determinante en tos resultados obtenidos. 

Por otro lado el efecto letal más importante lo encontramos con el inhibidor ///,. -

u los 21/ horas de cultivo. Sin embargo, este disminuyo a las 1¡9 y 72 horas. La inter -

prelación de estos resultados fue que la inhibición de la enzima por el análogo provo

co daños más drásticos aun en concentraciones pequeñas que no pudieron ser compen

sadas por la amiba dando el efecto letal mas tempranamente. 

A pesar de ello despues de este pcriódo suponemos que el análogo se agoto o fue 

metabo/izodo por esta razón despues de 48 y 72 horas yo no hubo efecto. A/ compa

rar el efecto letal del extracto completo de lanthoxy/um liebmannniorum con el -

análogo de Pirofosfato 111. observamos cierta similitud, pues en ambos este se ob -

servo a las 21/ horas y la concentración utilizada no fue relevante, 

Esta igualdad de comportamiento parece interesante pues se trata de un extracto 

crudo,. que produce una modificación similar en el corrimiento electroforético de Ja -

enzima y Ja única diferencia fue que esta alteración permanecía durante más tiempo,. 

tendiendo a desaparecer a las 72 horas. observandose sólo una banda como en Jos te! 

tigos. Por Jo que inferin1os que los cambios producidos en la enzima desaparecieron -

al agotarse el extracto. 
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CAPITULO V 



CONCL US/ONES 

1. La fosfofructacinaso dependiente de pirafosfata de Entamoeba histalvtlca cepa llM 1- -

IMSS fue inhibida par tres a11ólogas de pirafosfata 1/ llidroximetilen difasfonato tctrasó

dica. 11) Sal sódica del ácido (1-hidraxietiliden) bisfosfónica. ///) Hidraxinanana dlfasfang_ 

ta letrasódico. 

2, Se observaran diferentes niveles de letalidad con los tres anafagas de Pirofasfata predo~1J.. 
nanda can el análogo de pirafosfato 111) Hidr(Jxinonano difosfcinatci tetrosó_dlca, 

3, El efecto letal de los compuestas sabre tos trafazaitos de Entamoebq hlstolyticá.disminu

yó después de 48 y 72 horas de cultivo. 

4. La presencia de /saenzitrla~ de la<Fasfiiglucamútasa en tos .trafozoHos vlobles fue indicatJ.. 
e , , '· 

va del efecto letiilproitucldo_por las Óiiólagos de Pirofosfato. · 

5, Se observó un efecto letal semejante can el análoga 11/J Hidraxinonana difasfoitcita teirds§_ 

dica y el campuesio crudo de lanthaxvlum liebmanniarum desarral/andase igualmente lsg_ 

enzimas. 

6, Se probaran cuatro grupos de compuestos aisladas de Z onthaxylum //ebmonniarilm can di_

ferentes concentraclo11es. Dentro del primer metabolito E-IX tuvo el efecto letal más" i[!l 

portante can el desarrollo de isaenzimas y el compuesto 4·A igualmente lo presen.tó pero 

en {arma mas tardía a las 48 horas, 

7, El segunda grupa de compuestos aisladas de lonthaxvlum liebmanniarum utilizando can -

centracianes de las mós altas na tuvieron erecto letal impartonte pera si el desarrolla de 

isaenzimas de la Fos(aglucomutasa. 

8. El tercer grupa formado por las compuestas M-9 y M3' a pesar de utilirnr cancantracla 

nes de tos más o/tas na tuvieran efecto letal importante pera si el desarrolla de isacnzi -

mas de la Fas{ag/ucomutasa. 
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9. Finalmente el cuarto grupo constltufdo por los compuestos F-14 y MlPS tuvieron un efec

to letal importante a los 21/ horas con el desarrollo de isoenzimas de /a Fosfoglucomutasa 

que desaparecieron después de 1/8 horas. 

TO.Probablemente el efecto lelo/ de estos; compuetos ie:lr1ic/Ó con o//eradones metabóllcas 

que traen como consecuencia el dCsOr:rou,; 'dé' lso'enzlm.as. 

11.De tal manero que se propone que el patrón_ e/ectro{oretico de lo Fos{og/ucomutosa po 

dría ser indicativo d~ aff~ra.~~.~ne~}nctabólica~ anícs de que se produzca un efecto /eta/ -
en los trofozo/tos de EnÍomoebo hÚtolvlica. 
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