R02 827/
Ty J(

ESCUELA DE QUIMICA
CON ESTUDIOS INCORPORADOS ALA UNAM.

INFLUENCIA DE HORMONAS SEXUALES EN AMIBIASIS
HEPATICA EXPERIMENTAL

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E § E N T A

PATRICIA GARCIA URIBE

MEXICO, DF. 1996

! VLIS CON
[ FALA E ORigay -
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ANMISPADRES,
CATALINA URIEE MARUEZ
ARMANDO GARCIAPRIECO
QUIENES ME DIERON LA VID A
YCONSUCARINO Y ESTUERZO
LOGRARON IO DE SUS OBIEIIVOS,
DEJANDOME LA INAGOTABLE
NERENICIADE MI PROTFESION

GRACIAS



INDICE

CAPITULO 1

INTRODUCCION
PAGINA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA...........c.convvecrnnininnns 1
1.2 HIPOTESIS..........coonritnarcniccin st aiisssssssssesains 2
1.3 OBJETIVO.....coiiciminrinisciecceemssessssnisssiinsesssssnassaons 2

CAPITULOII
ANTECEDENTES
21 GENERALIDADES............conievirimincmircomeseamsesesesarnes 3
2.1.1 DATOS HISTORICOS.........ccoconrrreremmecemmmismmiimennesiasssersed 6
2.1.2 MORFOLOGIA...........conireecrmiresisineciinassiierasiseiosssnes 8
213 CICLOBIOLOGICQ..........concrrcecmmrrimmmmsensirmssssensssssessoss 9
2.14 FISIOPATOLOGIA DE LAAMIBIASIS.........c.cccomrvvemmnsenne. 10

CAPITULO il
PARTE EXPERIMENTAL
3.1 DIAGRAMA GENERAL............cooiinnimminenisesenns 13
314 DIAGRAMA ESPECIFICO...........ccoevvvinmivirinnsnnisens 14
3.2 MATERIAL REACTIVOS Y EQUIPO...........cocovurmirnnnn. 15
3241 MATERIAL BIOLOGICO...........occonvememinnisisnsssasnnssssns 15
322 MATERIAL DE LABORATORIQ..........ccocnininninrenns 17



323 REACTIVOS..........ooiiiniiii e e ssss s 18

324 EQUIPO.........iviiiiie e 20

33 METODOLOGIA..........ccovvrimiriiiisiieriens 21
CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41 RESULTADOS...........oooiiviinimiinenissninn prerres 23

4.2 DISCUSION.......ccotiriiciiiiii s 33
CAPITULO YV

CONCLUSIONES.........ocoiirveninienisisiessn e 37

BIBLIOGRAFIA........cooviniic b s 38



CAPITULO 1



INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Existen diversidad de factores asociados a la patogénesis de la
infeccion por Entamoeba histolytica. Entre ellos se consideran de
gran importancia, los relacionados con el huésped como son la dieta
deficiente en hierro y la composicion de (a flora bacteriana en el
intestino. En lo que se refiere al parasito, influyen: las diferencias de
cepa, la virulencia, el nimero de parasitos, etc®. En la edad pediatrica
la amibiasis del higado se presenta con igual incidencia en relacion al
sexo, es decir, por cada caso de nifios hay uno de nifas®®, sin
embargo, se han encontrado diferencias de frecuencia de amibiasis
hepatica en el caso de la poblacion adulta, en relacion de 1:4 hasta
1:13 predominando en el sexo masculino®3®'"* giendo los casos
muy raros en mujeres en edad reproductiva y cuando se presentan
generalmente se debe a un factor que disminuye la capacidad de
respuesta a las infecciones'".

Existen reportes de modelos de experimentacion en animales que
sugleren que niveles altos de estrogenos producen una menor
severidad en el desarrollo de la amibiasis hepatica, sin embargo no
esta completamente establecido®'"'2®, Dada la baja frecuencia
observada en casos clinicos de aduftos femeninos con amibiasis
hepética nos sugiere que factores hormonales sexuales pudieran estar
relacionados en el desarrolio de la amibiasis hepatica, Por lo anterior,
resulta interesante determinar si los niveles hormonales sexuales estan



implicados 0 no con el desarrollo y evolucién de la amibiasis hepatica,
lo que permitiia ademas ayudar a esclarecer algunos de los
mecanismos involucrados en la patogénesis por la infeccion de E.
histolytica a nivel hepatico. '

1.2 HIPOTESIS

La presencia de niveles altos de hormonas sexuales masculinas
favorecen la presencia de casos graves de amibiasis del tipo invasivo,
amibiasis hepatica en el modelo animal.

Dosis experimentalmente elevadas de Estrgenos, Progesterona y
Testosterona por separado coadyuvan en el desarrollo de la amibiasis
hepatica.

HIPOTESIS NULA

Dosis elevadas de hormonas sexuales no influyen en el desarrollo de la
amibiasis hepatica.

1.3 OBJETIVOS

1. Determinar si dosis elevadas de Estrégenos, Progesterona y
Testosterona estan implicados en el desarrollo de la amibiasis hepatica
experimental en el modelo murino (Gerbos).

2. Determinar si hay diferencia en el nimero de abscesos, con respecto
a un grupo control, que no recibid la administracion de hormonas
sexuales.
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ANTECEDENTES
2.1 GENERALIDADES

La amibiasis es una infeccion ocasionada por un protozoario parasito
denominado Entamoeba histolytica®?", que afecta aproximadamente
al 10% de la poblacién mundial'®, con una incidencia mayor al 30% en
regiones tropicales y subtropicales®2'%?"), Por lo que se calcula que
en México el 595% de sus habitantes, en promedio, es portador de
anticuerpos con E. histolytica''®. Pero la frecuencia varia entre 2.53%
y 9.95% segin su distribucion geografica*®*"), Ocupa el cuarto lugar en
frecuencia de las enfermedades transmisibles, con una tasa de casi el
1% y aumenta constantemente®”, siendo fundamentalmente un
problema de ingenieria sanitaria e higiene deficiente de las poblaciones
afectadas, ademas de la susceptibilidad del huésped.

Todas las formas de amibiasis se incluyen en dos grupos: amibiasis
intestinal y extraintestinal. En la primera se incluyen los casos de
portadores asintomaticos y los de enfermedad crénica y aguda. La
amibiasis intestinal aguda y la extraintesinal se consideran como
amibiasis invasora. Esta Gltima puede localizarse en cualquier 6rgano
fuera del intestino, aunque el higado es el mas frecuentemente
afectado hasta en el 90% de los casos®?®). La amibiasis invasora
afecta mundialmente a alrededor de 5X107 personas por afio, aimque
solo una pequefia fraccion (menor del 1%) sufre de absceso hépatico
amibiano'”, En la poblacion pediatrica la frecuencia es similar en



ambos sexos, en contraste con el franco predominio en el sexo
masculino que se observa en la poblacién aduita®,

Otras localizaciones de amibiasis invasora son raras. La afeccién del
sistema nervioso ceniral puede originar absceso intracraneano que
requiere tratamiento especifico y drenaje adecuado®”. La amibiasis
causada por Naegleria fowleri productora de Meningoencefalitis
amibiana primaria®'®, La amibiasis cutanea aunque rara, es de interés
en los casos de participacion genital y perianal®.,

Los factores tradiciortaimente aducidos como responsables del paso de
la E._histolytica hacia el higado, tales como; ia infeccién misma a que
se encuentran expuesios ambos sexos; la igual insalubridad y casi el
mismo grado de alcoholismo no explica la mayor frecuencia con que el
hombre adulto es mas afectado por el absceso hepatico amibiano que
la mujer a la misma edad; el mayor predominio del padecimiento en el
sexo masculino se presenta sobre todo en edad reproductiva, En la
observacién clinica es notablemente mas frecuente la invasion
amibiana en el higado de los pacientes del sexo masculino que en los
del femenino en razon de 1:4'7, 1:5@9, 2.9 y flegando Incluso en un
reporte hasta 1:13™, En base a las consideraciones anteriores, se ha
formulado una teoria hormonal de caracter ciclico, en donde se
menciona que serian las hormonas sexuales las responsables.
Principalmente los estrégenos dentro del ciclo menstrual hay ascenso y
descenso periddico de los mismos, lo que induciria proteccion periddica
en las mujeres actuando sobre el sistema reticuio endotelial, tan
abundante en el higado que por su actividad fagocitaria fuese



estimulada repetidamente por el ciclo de ascenso estrégenico, lo que
protegeria durante esos lapsos a las mujeres que se encuentran en
capacidad de reproduccion, lo que obviamente no acontece en los
hombres. De ser asi, la mujer estaria mas protegida durante los
embarazos dado el alto nivel estrogénico que estimula la actividad
fagocitaria de! sistema reticulo endotelial del higado. Por consiguiente,
durante las edades correspondientes a la menopausia (niveles bajos de
estrégenos), también deberia registrarse un mayor nimero de casos en
las mujeres y probablemente el curso del absceso en ellas seria mas
grave. Asi, también durante el puerperio, por el gran descenso
estrogénico que lo caracteriza, sin embargo, en ninguno de estos casos
ha sido demostrado''"),

El mecanismo de accién de la progesterona en el incremento de la
susceptibilidad en el modelo animal para desarmollar absceso hepatico
no es bien conocido. No hay reporte en |a literatura de casos humanos
y esta determinacion hormonal. Sin embargo, ia hidroxilacién de la
progesterona y conversion a deoxicortisona causa inmuno-supresion,
como se ha notado después de la administracién de corticoesteroides,
la cual a su vez puede provocar el desarrollo de absceso hepético.
Ademas, la progesterona inhibe la accién leucocitica cruzada, lo cudl es
uno de los importantes parametros de la inmunidad mediada por
células. En este sentido, titulos significativamente altos de anticuerpos
anti-amiba se observaron en animales que desarrollaron absceso
hepatico, en comparacién con el grupo control, el cual mostr6



Unicamente ulceracion cecal, sugiriéndose por eso, que la inmunidad
humoral no se alter6®'%,

2.1.1 DATOS HISTORICOS

La Infeccion por E._ histolytica es una entidad nosolégica que
probablemente se presenta desde que se pobld |a tierra; hay escritos
chinos, hebreos y griegos que mencionan la descripcidn de disenterias,
pero resulta dificil probar que corresponda a E. histolytica®® un
protozoario de la clase Rhizopoda y del género Entamoeba®.
Probablemente la primera referencia bibliografica al respecto sea el
caso publicado en 1824 por Brown, en Cuba, de un niiio negro de un
aiio de edad con un absceso hepatico que se presento después de un
cuadro de disenteria. Pero el primero en seiialar la presencia de la
amiba en el contenido intestinal del hombre fue Lambl, en 1859. En
1875 Losh publicd un estudio clinico y patolégico de un caso de
disenteria y la inoculacién experimental en perros con amibas
procedentes de este caso.

El primero en establecer la relacién entre amiba, disenteria, absceso
hepatico y absceso cerebral, fue Kartulus en sus estudios realizados en
el periodo de 1885 a 1904 aunque los términos “disenteria amibiana” y
“*absceso amibiano del higado” fueron creados por Councilman y
Lafleur en su estudio de 14 casos en 1891,

El nombre especifico Entamoeba histolytica fue creado por Schaudinn
en 1903 quién ademas establecio las diferencias entre Entamoeba coll
y Entamoeba histolytica; en 1913 Warker y Sellards demostraron que
el hombre adquiere la enfermedad mediante la ingestién de los quistes,



por estas fechas, 1912 Rogers precisa fa accion antiamibiana de la
emetina.

Posteriormente se publicaron estudios que proporcionaron valiosa
informacion sobre varios aspectos del padecimiento tanto terapéuticos
como clinicos y epidemiolégicos. Es de notar la controversia que existe
entre algunas publicaciones de palses desarrollados y las de paises
econdmicamente débiles. Asi por ejemplo, desde 1898 Harris
consideraba que la amibiasis era rara en los nifios. Musser en 1927
afirmaba que la amibiasis era una enfermedad de los adultos que rara
vez se contraia antes de los 10 afios, y hasta la década de los 50 se
aprecia que el nimero de casos publicados de amibiasis en el nifio era
muy reducido; ain en 1975 en publicaciones norteamericanas
altamente reconocidas, se afirma que en los nifios practicamente se
desconoce la existencia del absceso hepatico amibiano.

En cambio, en México la casuistica es muy elevada, Torroella en 1956
realiz6 una revision de 26 casos de Absceso Hepatico Amibiano (AHA),
Gutiérrez y Sanchez Robledo en el Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional del 1 M.S.S., informaron de 67 casos en 1970 y de 42
casos adicionales en el lapso de 1971-1972, Kumate y Aranda
revisaron 346 casos de AHA obseivados en 1962 a 1973, en el
Hospital Infantil de México.

En este siglo Boeck y Divohlav cultivaron in vitto a las amibas y
Diamond obtuvo el cultivo axénico (cultivo puro de trofozoitos) lo que
permitio el avance del estudio bioquimico y fisiolégico del parasito, asi




como la preparacion de antigeno puro para el diagnéstico inmunolégico
de esta parasitosis™?.

2.1.2 MORFOLOGIA

E. histolytica se presenta en la naturaleza en tres estadios
morfologicos principales, el trofozoito (forma movil o vegetativa), el
prequiste y el quiste (éstos dos ultimos inmdviles).

Trofozolto se observa en material fecal sus dimensiones fluctian entre
10 y 60 micras de didmetro, con forma variable y movimiento
caracteristico, mediante la emisibn de Sseudopodos rapidos y
explosivos, digitiformes, largos y anchos. En el citoplasma se observa
marcada diferencia entre el ectoplasma que es hialino y transparente y
el endoplasma que tiene gran cantidad de inclusiones, por lo que es
granuloso con aspecto de vidrio molido, caracteristicas que se
acentian mas si usamos confraste de fases en el microscopio. El
nucleo, es redondo vesiculoso, sin posicion fija en el endoplasma, mide
de 5 a 7 micras de diametro, la cromatina nuclear en forma de
pequeias granulaciones de tamaiio uniforme, un endosoma central
conslituido por cromatina nuclear. .

En el endoplhsma. ademas del nucleo hay organelos como reticulo
endoplasmico, ribosomas, poliribosomas, aparalo de Golgi, pero no
mitrocondrias. El ectoplasma es hialino transparente.

El prequiste cuando las condiciones del medio ambiente del trofozoito
(intestino grueso) son poco favorables, empieza a inmovilizarse, elimina
todo el material intracitoplasmdtico se redondea, se reviste de una
membrana gruesa y refringente. Presenta un solo nucleo, ademas,



puede presentar una masa de glucégeno en una vacuola y las baras
cromatoidales.

E! quiste, (forma infectante) cuando en el interior del prequiste hay
gran actividad, el niicleo se divide en dos y luego en cuatro, quedando
al final del proceso de maduracion, el quiste maduro que tiene cuatro
niicleos pequefios con caracteristicas morfologicas iguales a las del
trofozoito, se recubre de la pared quistica resistente y mide de 5 a 20
micras.

Durante la maduracién del quiste, desaparece el glucégeno (se
consume) y las barras cromatoidales se hacen poco visibles o
desaparecen, en raras ocasiones E. histolytica tiene ocho niicleos que
se tiien con lugol durante la observacion microscopica de materias
fecales en los examenes coproparasitoscopicos. Los trofozoitos no se
enquistan cuando invaden tejidos, sélo cuando estan en la luz
intestinal. Viven en condiciones anaerobias en las criptas intestinales,
favorecida por la presencia de bacterias. En la luz del intestino y en los
tejidos, los trofozoitos se multiplican por division binaria simple
nutriéndose de las secreciones mucosas mediante procesos
anaerébicos junto con bacterias entéricas, las que ya no necesitaran
cuando invadan los tejidos lo cual hacen solamente como trofozoitos,
seguramente porque ya en los tejidos encontraran todos los
precursores alimenticios y metabélicos.

2.1.3 CICLO BIOLOGICO

La trasmision es ano-mano-ano al ingerir los quistes de E. higtolytica
que son la forma infectante que pasan al estomago en donde la accion
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del jugo gastrico empieza a actuar sobre ellos; luego pasan al intestino
delgado en donde dejan salir un trofozoito octanucleado, que
rapidamente se divide y da lugar a ocho trofozoitos metaquisticos
pequeiios, los cuales son llevados con el contenido intestinal al ciego,
en donde pueden seguir dos caminos; establecerse o ser arrastrados
hasta el exterior junto con la materia fecal. Para que los trofozoitos se
establezcan en el intestino grueso, tiene que juntarse una serie de
factores, entre los cuales figuran el nimero de trofozoitos transito
intestinal lento, bacterias entéricas apropiadas, dieta rica en azticares,
potencial de oxido-reduccion bajo y otros mds. Con los factores
mencionados a favor de las amibas, se podran establecer en el epitelio
intestinal, y permanecer ahi sin agredir la mucosa intestinal, ya que
para que esto suceda entra en juego el factor de patogenicidad y
empezar a atacar primero el moco intestinal y después producir
lesiones intestinales que se traducen en manifestaciones clinicas de la
amibiasis intestinal aguda y que pueden acarrear la muerte del
individuo.

2.1.4 FISIOPATOLOGIA DE LA AMIBIASIS

La ulcera intestinal primaria se desarrolla generaimente en el intestino
grueso, ciego, apéndice y colon ascendente; después de haber salvado
la barrera del moco intestinal mediante la accién de la mucina y por los
movimientos mecdanicos muy activos, Se observa necrosis litica
superficial, las amibas se multiplican, incrementan su numero, se
extienden por este epitelio intestinal hasta la base profunda de las
gléndulas, pasan a través del tejido intestinal hacia la muscularis



mucosa y al llegar a ésta, se detienen y acumulan debido a que se
encuentra con tejido mas resistente y compacto. Las uliceras estan
rodeadas de tejido sano y con aspecto tipico de ulceras de boton de
camisa. En estas lesiones ulcerosas el sitio de entrada es pequeiio,
cuello de botella fino y en la parte de la muscularis mucosa se
ensanchan, pueden llegar a confluir con olras Ulceras y entonces
desprenderse fragmentos de mucosa amastrando con el contenido
intestinal los trofozoitos que tendran oportunidad de establecerse en
sitios mas bajos del intestino y si al principio no habia invasion
bacteriana y practicamente nula reaccin tisular, al quedar abiertas en
mucho mayor tamafio las ulceras, podran ser invadidas por bacterias
con infiltracion extensa del borde de la lesién por neutrdfilos y fibrocitos;
lo que indica la invasion bacteriana. A partir de estos sitios, las lesiones
pueden avanzar, atravesar la mugcularis mucosa, llegar a la serosa
petforatla y producir cuadro de peritonitis grave a la invasion de
peritoneo por trofozoitos de amibas y bacterias del contenido intestinal.
A través de vasos sanguineos que son abundantes en la muscularis
mucosa Yy linfaticos, los trofozoitos se diseminan hacia otros sitios
produciendo amibiasis extraintestinal. ‘

El sitio de preferencia de las amibas es el higado y en particular el
Iébulo derecho, también se deben conjuntar una serie de factores como
es: tipo de cepa y numero de amibas que lleguen al higado a
establecerse y a empezar a multiplicarse; también favorece el
establecimiento de E. histolytica en el higado las hormonas sexuales,
ya que se ha visto que los abscesos hepéticos amibianos son mucho
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maés frecuentes en adultos del sexo masculino que en los del femenino
en relacién 4:1; no en prepiberes, en los que la frecuencia de absceso
hepatico amibiano es igual en nifios que en nifias. En cambio, en las
mujeres embarazadas, donde existen grandes niveles de gonodotrofina
coridnica, se observa mayor frecuencia de amibiasis hepatica.
Experimentalmente si a animales de laboratorio se les administra
colesterol y hormonas sexuales durante un tiempo prolongado previo a
la inoculacién de trofozoitos de E. histolytica, desarrollan abundantes y
grandes abscesos hepaticos amibianos, mientras que los animales del
grupo control, normal, casi no desarrollan lesiones. A partir del higado y
por via hematégena se pueden diseminar a cualquier parte del
organismo.®¥ ‘
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PARTE EXPERIMENTAL
3.1 DIAGRAMA GENERAL

| GERBOS HEMBRAS DE 60 £ 5 G

A \ N

PROGESTERONA| JESTROGENOS | |TESTOSTERONA| |AGUA INY| | AGUA INY
(S/C) (8/C) (scy (S/C} (s/c)
INOCULACION HEPATICA DE TROFOZOITOS S0LOTYI
DE E_ histolytica 2.5x10° EN MEDIO 8.33
TVI-5-33
SACRIFICAR ANIMALES

= CALCULO DE PORCENTAJE DE LESION HEPATICA OBSERVADA
- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO VALORACION POR MICROSCOPIA

OPTICA (TINCION HEMATOXILINA-EOSINA)

* 8/C =via subcutinea
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3.1.1 DIAGRAMA ESPECIFICO

; /
MANTENIMIENTO: NUTRICUBOS Y AGUA ESTERIL
+ COPROPARASITOSCOPICO EN SERIE DE TRES (FAUST)

/

GERBOS HEMBRAS DE60 + 5G

»
’

/
!

AN

\

\

S/CP 100 meg| { S/ICE 10 meg| | S/CT 100 meg | |S/C H20 /C H20 EST
en acelte de en H20 EST | | en aceite de en0.2mL 02mL
sésamo 0.2m\{ Jen0.2 mL sésamo 0.2 mL
[ i { ‘ |
| TROFOZOITOS DE E. histolvtica 72 hrs DE CRECIMIENTO EN fsoLoTvi
FASE LOGARITMICA A CONCENTRACION DE 2.5x10° EN 0.25 mL| { -5-33
EN CAMARA DE HEMATOCITOMETRO Y VIABILIDAD POR
EL METODO DE AZUL TRIPANO.
i .
|
+ l '
S/CP 100 meg { | S/CE 10 me! S/CT100 meg  ||8/C H,0 EST §/C H,0
en aceite de en H,0 EST on acelte de an0.2mL 0.2mL
sésamo0.2mL | | en 0.2 mL sésamo 0.2 m
SACRIFICAR ANIMALES ‘
- COPROPARASITOSCOPICO
- DISECAR HIGADO (% DE LESION)
- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.
*5/CP = via subcuténea Progesterons
* 5/CE = via subcuthnea Estrégencs

* 5/CT = via subcutinea Testosterona

14
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3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO
A) Trofozoftos de E. histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HMI: IMSS aislada en México
de pacientes con disenteria amibiana fueron mantenidos axénicamente
en el medio TYI-S-33 de acuerdo a la formulacién de Diamond et. al."),
procedente de la division de Inmunoquimica de la Unidad de
Investigacién Biomédica del Centro Médico Nacional IMSS.

El indculo fue preparado en condiciones estériles de cultivos de amibas
de 72 horas de crecimiento en fase logaritmica. Los trofozoitos se
lavaron dos veces con medio de cultivo TYI-S-33 y se centrifugaron a
1,500 rpm con diametro de rotor de 10.5 cm durante 5 minutos y se
cuantificaron en una camara de hematocitometro ajustando la
concentracion a 1X10° trofozoftos/mL en medio de cultivo®”,
Simultdneamente se determiné la viabilidad de los trofozoitos por el
método de exclusion de azul de tripano®™. Se considero utiles a las
muestras que tuvieron 98% o mas de viabilidad del parasito para el
ensayo de inoculacion. Cada animal recibio 2.5X10° amibas en 0.25 mL
de medio.

B) ANIMALES

Gerbo mongoélico (Meriones unguiculatus), hembras adultas de 3 a 4
meses de edad con peso de 60 + 5 gr, mantenidas en cajas de plastico
transparente (19x29x13 cm) con aserrin estéril, temperatura (21°C
1°C) e lluminacién de (7:30 a 19:30 horas) controladas.
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Fueron alimentados con nutricubos de purina y agua esterilizados a
libre demanda®.

Previo a la inoculacion de los animales, se les practico un
coproparasitoscopico en serie de 3 por la técnica de Faust®™,



3.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO
- Micropipetas Marca Gelbson de volumen ajustable de:
10a20uL '
50 a 200 uL
100 a 1000 uL.
- Probeta de 1000 mL de vidrio marca Pyrex
-Vaso de precipitado de 250 mL de vidrio marca Pyrex
- Gasas
- Guantes desechables
- Gradillas varias
-Jeringas de insulina marca Plastipak
- Tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL. Marca Costar
- Anillos de plastico para sosten del bloque
- Cuchilla de Acero Leica
- Parafina para Laboratorio Marca Jung-Hlstdwax
- Entellan Marca Merck
- Pipeta seroldgica graduada de vidrio de 10y 5 mL
- Tubos de ensaye de laboratorio
- Poria objetos y cubre objetos.

7



3.2.3 REACTIVOS
A) DOSIS DE HORMONA
Se utilizaron presentaciones comerciales de:

Progesterona (Prolidon 500 mg); L: A-H16120 Lab,

Carnot, Méx.

Testosterona (Primoteston Depot 250 mg) L: 125 Lab.

Schering Mexicana, S.A.de C.V.

Estrégenos conjugados (Premarin 25 mg) L: 043 Lab,

Wyeth, México.
Para la inoculacién de los animales de estudio se hicieron en
condiciones estériles las diluciones correspondientes hasta ajustar la
dosis de acuerdo al peso del animal y las diluciones de progesterona y
testosterona se realizaron en aceite de sésamo‘'®#*?%, En el caso de
los estrogenos, la dilucion fue preparada en agua inyectable
esterilizada y libre de pirégenos.
B) MEDIO DE CULTIVO AXENICO DE E._histolytica (TYI-S-33)

PEPTONA DE BIOTRIPTICASA 269

/ GLUCOSA 109
CLORURO DE SODIO 029
FOSFATO DE POTASIO MONOBASICO  0.069
FOSFATO DE POTASIO DIBASICO 01g
L-CISTEINA 0149

ACIDO L-ASCORBICO 0.029
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CITRATO FERRICO 0.00229

AGUA DESTILADA 87 mL
Esterilizar a 15 libras por 15 minutos en autoclave, entriar y agregar 15
mL de suero bovino descomplementado y afadir 3 mL de mezcla
vitaminica NTCTC-107,
C) SOLUCION DE AZUL TRIPAN AL 0.3% %

AZUL DE TRIPANO 03g
SOLUCION SALINA AL 0.85% 100 mL
pH 7.0

D).- ACEITE DE SESAMO'®

E).- FORMOL AL 10%

F).- ALCOHOL AL 70%

G).- ETER ETILICO

H).- TINCION HEMATOXILINA-EOSINA!'Y



3.2.4 EQUIPO
- Campana de extraccion Marca Veco
- Micoscopio dptico simple Zeiss

- Campana de Flujo laminar Marca Veco de no doble proteccion.

- Vortex Marca Labocraft

- Centrifuga refrigerada Marca Internacional con rotor
- Camara de Hematocitometro Propper Lumycite

- Microtomo Marca Leitz

- Centro de inclusion Marca Reichert-Jung

- Baiio de flotacion Marca Lipshau

- Histogquinet o procesador de tejidos Marca America Optical
- Carro de tincién

- Mechero de Bunsen

- Estufa

- Canastilla de ranura para laminilla

- Balanza Granataria



3.3 METODOLOGIA
A) COSECHA DE AMIBAS

Las cajas con medio de cultivo TYI-S-33 y amibas de 72 hrs a 36°C se
cblocan por 5 min en un recipiente con hielo frape para despegar la
monocapa; se agita suavemente la caja por un par de veces y después,
son distribuidas con pipetas serolégicas de 10 mL en tubos Costar de
50 mL dentro de la campana de flujo laminar y centrifugadas a 1500
rpm en una centrifuga refrigerada con temperatura de 4°C.

B) DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR POR EL
METODO DE EXCLUSION DE AZUL DE TRIPAN.

La cuantificacion de Ia viabilidad, se realizé por la técnica de exclusion
de azul de tripan de las siguiente manera: se deposita 0.1 mL de la
suspensién celular en un tubo y se ailade una solucién de azul de
tripan al 0.3% en un volumen de 0.1 m| (dilucién 1:2) se homogeniza la
preparacion y se observa al microscopio 6ptico. Para determinar el por
ciento de viabilidad se cuenta el nimero de células temdas (células
muertas) y el nimero de células no tefidas vivas®,

C) INDUCCION DE AMIBIASIS HEPATICA

Se utilizaron 40 animales en este estudio. Fueron designados al azar
en un total de cuatro grupos: cada grupo con 8 animales y corriendo a
la par un control inoculado con medio de cultivo de Diamond". -

1.- A un grupo de los animales se les administraron 100 mcg/kg peso
de progesterona en un volumen de 0.2 mL durante 14 dias por via
subcuténea y en el cuarto dia dentro del esquema de la administracion



de progesterona se inocula por puncion hepatica percutdnea directa
amibas preparadas de acuerdo a la concentracion antes descrita.

2.- En otro grupo diferente se siguié el mismo esquema de inoculacion
anterior pero se administraron 10 mcg/kg de peso de estrégenos, por la
misma via volumen y condiciones.

3.- Otro grupo fue inoculado con 100 mcg/kg de peso de testosterona
por la misma via, volumen y condiciones.

4.- Un grupo control que se le administré agua estéril libre de pirégenos
en un volumen de 0.2 mL via subcutdnea a cada animal y en el cuarto
dia trofozoitos de E. histolytica en medio TYI-S-33 por la misma via,
volumen y condiciones.

5.- Y por ultimo, al grupo control que se le administré agua estéril libre
de pirégenos en un volumen de 0.2 mL via subcutanea a cada animal y
medio TYI-S-33 por la misma via y condiciones.

D) DETERMINACION DEL POR CIENTO DE LESION.

Después de 14 dias de inoculados, se sacrificardn, se disecafon por
planos, se extrajo el higado de cada animal, peséndolo inmediatamente
en una balanza granataria realizando la determinacion del por ciento de
lesion de acuerdo a la siguiente formula(30)

Pt de Higado 100%
peso del absceso X
donde:

Pt del Higado: peso total del higado
X: por ciento de lasion hepatica



CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RESULTADOS
TABLA 1. PORCIENTO DE LESION HEPATICA

PROGESTERONA ESTROGENOS TESTOSTERONA CONTROL

1. 58.18 50.0 66.66 40.0
2. 57.14 48.0 57.14 33.00
3. 46.66 55.55 : 63.93 57.00
4. 58.33 - 57.89 51.92 50.00
5. 49.09 56.45 61.53 46.00
6. 4761 40.0 66.66 44.00
7. 45.45 37.83 46.87 56.7
8. 440 48.48 50.0 61,42
X 406.46 394.2 464.71  388.12
X 50.80 49.27 58.08 48.51
STD 6.05 7.41 7.77 961

Tabla 1. Muestra el por ciento de lesion hepatica obtenida en relacion a
las diferentes hormonas y el control, asi como el promedio y desviacion
estandard de nuestro expesimento. '



ADMINISTRACION DE DIFERENTES HORMONAS SEXUALES

POR CIENTQ DE LESION
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Fig.1 Efecto de ia administracion de diferentes
hormonas sobre ei por ciento de tesion hepatica



TABLA 2. PESO PROMEDIO EN GRAMOS DE ANIMALES
INOCULADOS CON PROGESTERONA.

Dias 1 3
56 56.5
55, 56.5
55 56
55,6 56
57 58
55 65
55 655
58 68

X 4465 451

5
54.5
54
54,5
55
55
54
55
57.5

439,5

X 5581 56.37 54.93

STD 113 1.15

1.1

7

57
56
56.5
57.5
58.5
55
56
59

455.5

56.93

1.34

9
58.5
56
56.5
58.5
59
56.5
58
58.5

4605

57.62

1.43

1"
50.5
57.5
59
60
60
54
58.5
59.5

468

58.5

20

13
59
56
59.5
61
60
54
57.5
59

466

58.26

2.29

Tabla 2. Resultado observado del peso promedio de los animales

inoculados con progesterona 100 ug/kg de peso en seguimiento hasta
el dfa 13°. post-inoculacion experimental de 2.5X10° trofozoitos de E.
histolytica de la cepa HMI-IMSS



PESO PROMEDIO DE LOS ANIMALES CON AMIBIASIS HEPATICA

PESO DEL ANIMAL EN GRAMOS
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Fig.2 Poligono de frecuencia que muestra el resultado
del peso promedio de los animales Inoculados con pro-

gesterona 100 ug/kg peso
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TABLA 3. PESO PROMEDIO EN GRAMOS DE ANIMALES
INOCULADOS CON ESTROGENOS.

DIAS 1 3 5 7 9 1" 13

55 56 55 58 59 58 59
555 656 53 635 54 55 55
58 59 60 63 64 65.5 65.5
56 56 55 65 56 57 55.5
55 56 56 585 615 63 61
56 56 57 56 57 57 56
56 57 55 67 57 58 57
56 56 54 54 55 55 55
X 446.5 452 445 455 463.5 4685 464
X 5581 56.5 5562 56.87 57.93 58.5 58
STD 099 1.06 213 305 3.38 375 3.69

Tabla 3. Resultado observado del peso promedio de los animales
inoculados con estrogenos 10 yg/kg de peso en seguimiento hasta el
dia 13°. post-inoculacion experimental de 2.5X10° liofozoitos de E.
histolytica de la cepa HMI-IMSS ' |



PESO PROMEDIO DE LOS ANIMALES CON AMIBIASIS HEPATICA

PESO DEL ANIMAL EN GRAMOS
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TABLA 4, PESO PROMEDIO EN GRAMOS DE ANIMALES
INOCULADOS CON TESTOSTERONA.

DAS 1 3 5 7 9 Moo13
57 58 57 59 60 62 60
565 65 57 58 685 685 60
§55 56 55 565 58 585 595
55 56 545 55 56 58 62
60 61 60 62 63 65 66
5§56 55 535 55 57 58 59
55 55 56 5 575 68 59
57 57 55 55 58 60 585
X 450 453 447 4575 468 478 484

X 56.25 5662 55.87 5718 685 §9.76 605

STD 173 206 2.04 244 215 253 246

Tabla 4. Resullado observado del peso promedio de los animales
inoculados con testosterona 100 Jg/kg de peso en seguimiento hasta el
dfa 13°. post-inoculacién experimental de 2.5X10° trofozoilos de E.
histolytica de la cepa HMI-WSS
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TABLA

5. PESO PROMEDIO EN GRAMOS DE ANMALES

INOCULADOS CON AGUA ESTERIL LIBRE DE PIROGENOS.

DAS 1 3
50.5 55.5
63 59.5
62 585
63 615
56 55
61 60
56 65
58 55
X 4785 460
X 5081 575
STD 29 267

56 56
58.5

4795 488

59.93 61

277 2.77

9 1"
62 635
64 64
615 60
64 64
62 635
65 66
57
60 60

4955 496.5
61.93 62.06

256 335

55.5

13
62
65
59
65
62
67
56
61

497
62.12

3.56

Tabla 5. Resultado observado del peso promedio de los animales
inoculados con agua inyeclable estéril libre de pirégenos en un volumen
de 0.2 mL en seguimiento dfa 13°. post-inoculacion experimental de
2.5X10° trofozoitos de E. histolytica de la cepa HMI-IMSS.
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4.2 DISCUSION

La observacion mas importante encontrada en este estudio es la
relacion entre |a presencia de la testosterona y el mayor por ciento de
lesion hepatica con respecto a el grupo control y a otras hormonas
como estrogenos y progesterona. Al respecto Biagi y Cols no
observaron desarrollo de amibiasis hepatica en los animales a los que
se les administrd testosterona, pero si la formacion de 19 abscesos en
el bazo y de algunas adherencias en el diafragma, peritoneo y/o pared
abdominal que probablemente se deba a la via de inoculacién de las
amibas, realizada via vena mesénterica mediante laparoscopia, lo que
también pudo originar  las adherencias. Estos datos son contrarios a
la observacion de que la amibiasis hepatica es mas frecuente en el

hombre que en la mujer®>2 111739

En el caso de la progesterona y el grupo control hay estudios descritos
en donde la via de inoculacion es intestinal (normal) y nosotros
utilizamos la percutanea directa al higado. La diferencia del por ciento
de lesion es poca entre nuestros grupos de estudio, sin embargo es
importante mencionar que el mecanismo de accién de la progesterona
incrementa la susceptibilidad de los animales a desarrollar amibiasis
hepética. No esta totalmente aclarado, pero como la hidroxilacién de la
progesterona lleva a la conversion a deoxicortisona, quiza esta cause
inmunosupresion, que es un efecto bien conocido de la administracion
de corticoesteroides, lo cudl favorece el paso de trofozoitos de
Entamoeba _histolytica hacia el higado. En estudios de NJ Gil y
~ Cols™ se inyectaron animales con progesterona via intramuscular



diariamente durante 8 dias antes y después de inocular con E.
histolytica, se observo que a los tres dlas sélo el 60% tenia AHA y a
los siete, once y quince dias el 100% lo presentaron; de acuerdo a lo
anterior la administracion de progesterona tendria un importante efecto
inmunosupresor que favorece el desarollo de AHA.

En nuestro estudio, entre el grupo al cual se aplicaron estrogenos y el
grupo control no hay diferencias significativas del por ciento de lesion
hepatica. En contraste, los estudios antes descritos por Gonzalez MA.,
Tanimoto UM y Cols">® reportan un menor por ciento de formacion de
amiblasis hepatica cuando se usan estrogenos y mayor formacion de
amibiasis hepatica en el grupo control, inoculando los trofozoitos por
via intraperitoneal lo cual pudo dar tiempo a que los estrdgenos
pudieran conferir una cierta proteccion contra la amibiasis, También
debido al tiempo de administracion de la hormona que fue 8 dias
diariamente antes de inocular los trofozoitos de E. histolytica.

En la técnica de inoculacion percutanea directa al higado con
trofozoltos de E. histolytica se utilizd un anéstesico inhalado (éter)
para evitar el uso de anéstesico intravenoso que generalmente se
metaboliza en el higado aiterando su funcionamiento, llevando en la
mayoria de los casos a un deterioro del estado general del animal que
ademas, con el uso de hormonas pudiera retardar su recuperacion y
modificar los resultados de estos estudios. Ademas no se realizé
cirugia abdominai para no alterar barreras anatémicas de importancia.

En relacién a la cantidad del indculo se realizd un ensayo con
diferentes dosis de trofozoitos de E. histolytica desde 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,



3.03.5, 4.0, 4.5 y 5.0X10°0.2 mL determinandose, lesiones a partir de
los 7 dias y hasta los 15 dias después de la inoculacion donde se
observaron muertes. El por ciento mayor de lesion fue encontrado a los
10 dias después dela inoculacion, por lo anterior se decidié utilizar fa
media, es decir, 2.5X10%0.2 mL por un periodo de 10 dias de desarrollo,
evitando asi la muerte de algunos animales, Sin embargo, al revisar la
bibliografia encontramos que Tsusumi, V. y Cols® utilizaron el mismo
indculo unicamente que a diferencia de nuestro estudio elios
practicaron una cirugia, considerando lo anterior nosotros validamas
nuestro modelo experime'mal de infeccion.

Los resultados del peso diario de los animales no cambiaron de
acuerdo a la bibliografia anteriormente citada® se observo un ascenso
lento, solamente un dia después de inoculacion de fos trofozoitos de E.
- histolytica un pequefio descenso, que quizd se deba al stress y
manipulacion a la que fueron sometidos los animales.

Para asegurarnos de que la amiblasis hepatica es producto de los
trofozoitos de E. histolytica,se utilizaron dos controles: el primer control
involucra solamente un grupo que se indculo con medio de cultivo TYI{-
§-33 en las mismas condiciones y canlidades anteriormente descritas y
en lugar de las hormonas se administro agua inyectable estéril libre de
pirégenos en la misma canlidad y via. Para evitar cualquier variable
estos animales no debieron presentar ningin tipo lesion; asegurando
que el resuitado fuera solo producto del proceso experimental. El ofro
grupo control fué desarroffado a ia par, en donde se le administro agua
inyectable estéril libre de pirdgenos en un volumen de 0.2 mlL via



subcutanea a cada animal y trofozoitos de E.histolytica por la misma
via y condiciones. Cabe destacar que éstecontrol fue. utilizado por
varios autores''®'2183anteriormente con resultados similares.
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CONCLUSIONES
En este estudio se evalu6 la influencia de las hormonas sexuales en un
modelo experimental en el que se indujo amibiasis hepatica.
Se demostr6 que al aplicar las hormonas, se induce un mayor por
ciento de lesion hepatica en gerbos.
La testosterona produce mayor lesion a diferencia de los animales a los
que se les administré estrégenos y progesterona,
Este resultado va a la par con las hipétesis propuesta de que el hombre
es mas susceptible a la amibiasis hepatica ya que en este estudio se
observa que si hay un nivel alto de testosterona habra un por ciento de
lesion hepatica mayor, demostrada en cifras estrictamente
significativas.
Con respecto a la explicacion de este resultado en la literatura existe
poca informacion que indique el mecanismo que pudiera estar
desarrollando la testosterona en la induccion de la amibiasis hepatica.
Con los dos grupos control, se permitié valorar las condiciones 6ptimas
del experimento, es decir, asegurar que los resultados se deben
exclusivamente a las maniobras realizadas.
Al contar la formacion del nimero de abscesos en cada uno de los
grupos, es decir, los que integran las diferentes hormonas y el control
que desarrollo amibiasis hepatica, no se observo diferencia alguna.
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