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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fue realizar un estudio
comparativo de la fagocitosis de las clonas A y L-6 de E. histo-
lytica aisladas ambas a partir de la cepa HM1:IMSS y con diferentes

grados de fagocitosis y virulencia.

La virulencia de las cepas amibianas se determind cuantitati
vamente por medio de 1la obtencibn de la DASO' siendo la clona A
cuando menos 20 veces mis virulenta que la clona L-6 afin usando

inbculos de 3 x 106.

Los pasos de la fagocitosis, fueron estudiados desde.el punto
de vista morfolb6gico. Fue posible distinguir claramente tres even
tos: adhesibn, formacién de casquete e ingestién de particulas. La
comparacibén de los pasos de la fagocitosis de las clonas A y L-6
mostr6, que mientras la adhesié? es igualmente eficiente en ambas
clonas, el movimiento de los éritrocitos en la superficie de lé
clona L-6 es mds lento que en la clona A tanto a 37°C como a 22°C.
Por lo tanto, la deficiencia en la velocidad de fagocitosis de la
clona L-6 se presenta tanto en la formacibh de casquete de los eri

trocitos sobre la superficie amibiana, como en la velocidad de in

troduccibn de los eritrocitos al citoplasma.

Cuando los experimentos se realizaron con citocalasina B el
porcentaje de inhibicién de la fagocitosis a 37°C fué de 57%. En
la cinftica de adhesi6n y formacién de casquete a 22°C no se Gbser
varon diferencias significativas cuando los experimentos se reali

zaron con y sin citocalasina B.



En los ensayos de adhesibn y fagocitosis de eritrocitos de di
ferentes especies, tanto la clona A como 1la clona L-6 presentaron
en general semejante eficiencia de adhesibn entre si aunque esta
varia de especie a especie. La velocidad de fagocitosis de la clo
na A fue mayor que la de la clona L-6 en todos los casos probados

y tambi&n varib en cada clona dependiendo de la especie.

La actividad hemaglutinante de los extractos amibianos de las
clonas A y L-6 fue semejante entre si para las diferentes especies
de eritrocitos que se probaron, aunque vari6 tambi&n de especie a
especie; mostrando correlacibén directa con la eficiencia de adhe
sibn a excepcibn de los eritrocitos humanos en los que la _adhesién

y fagocitosis fueron altas pero la hemaglutinacifn fue baja.

- Para estudiar la participacibn de los receptores de NAG en el

proceso de fagocitosis, se utilizaron dos tipos de levaduras de la

cepa Kluyveromices lactis, la cepa silvestre con una gran cantidad

de residuos de NAG en su pared y su mutante deficiente en NAG. La
eficiencia de facocitosis fue mayor cuando se utilizaron levaduras

Kluyveromices lactis cepa silvestre en tanto que esta fue menor pa

ra las levaduras cepa mutante deficientes en NAG en la pared celu
lar. En este caso, los trofozoitos de la clona A presentaron ma--
yor eficiencia de fagocitosis, en tanto que la clona L-6 resultd -

nuevamente menos eficiente.

En la fagocitosis de esferas de litex los trofozoitos de la
clona A presentaron una mayor eficiencia de fagocitosis por es-
feras de litex en tanto que la ingestidn de partficulas fue menor -

por la clona L-6.



INTRODUCCION. -

La amibiasis es la infeccifn del ser humano, producida por el

protozoario Entamoeba histolytica. Se presenta en zonas templadas

en donde predomina la forma asintomética, mientras que en las zonas

tropicales son m&s fecuentes las formas severas. (Elsdon, 1968).

1.- Historia

Los primeros estudios sobre amibiasis fueron efectuados por -
Fedor Aleksandrevitch Lesch en 1875. Hasta esa fecha nada se sabia
acerca de la éxistencia de un organismo pardsito del hombre en coin
cidencia con el conjunto de sintomas que caracterizan a la disente-
ria amibiana. Lesch efectub -estudios en un paciente de Arkangel (Ru
sia) que sufria de disenteria crénica asociada con la presencia de
amibas en sus evacuaciones, llegando a la conclusifn de que los - -
cuerpos m8tiles encontrados en ;as heces eran amibas de una especie
nueva (Martinez, 1975). Kartulis en 1890 reports la existencia de
amibas en veinte casos de absceso hepdtico (Brandt y col. 1970). En
1891, Councilman y Laufler proporcionaron descripciones patolfgicas
y clinicas de disenteria amibiana y del absceso hep&tico (Brandt y
col. 1970). Quincke y Ross en 1893 descubrieron el ciclo evolutivo
de la amiba disé&nterica con la tr;nsformacién de sus trofozoitos en
quistes. Huber en 1903 precisé los caracteres diferenciales de 1los

quistes de E. histolytica y F. coli conocidas hasta entonces como -

pardsitos en el intestino humano. Schaudinn, (1903) fij6 con preci
si6n los detalles estructurales de E, histolytica (Martinez, 1975).

Walker y Sellards, (1913) conclusivamente demostraron que Entamceba



coli era no patbgena y E. histolytica era patdgena, (Martinez-Palo

mo, 1982).

2.- Clasificacién Tax&6nomica.

Phylum Protozoa

Subphylum Sarcomastigophora

Superclase Sarcodina

Clase Rhizopoda

Orden Amoebida

Familia Entamoebidae

Género Entamoeba
_Especie Entamoecba histolytica (Faust y col. 1975)

3.~ Ciclo de Vida

.

Entamoeba histolytica presenta una fase vegetativa y otra quis

tica, siendo é&sta dltima la gue le permite propagarse a otros hospe
deros. El enquistamiento se lleva a cabo en la luz del intestino ;
el trofozoito se divide por fisién binaria dando lugar a amibas mis
pequenas las cualés se caracterizan por ser lentas v se conocen co-
mo formas prequisticas. Esta forma, secreta una pared resistente y
se enquista; el quiste es esférico y adicionalmente contiene glucd-
geno difuso y cuerpos cromatoides. Durante el proceso de madurez -
del quiste el material alimenticio es metabolizado y el nGcleo pre-
senta divisiones mit6ticas dando lugar a la formaciébn de 4 n@cleos

caracteristicos del quiste maduro (estado metagquistico) siendo esta
la forma infectiva de huésped a huésped (Kudo, 1976; Faust y col. -

1975) .



4, - Trofozoito.

Se han descrito dos formas diferentes de trofozoftos de E.
histclvtica; la forma no invasiva que mide de 10-20 uym ce difme--
tro, habita en la cavidad del tracto gastrointestinal y aparente
mente no produce dane al huésped. La forma invasiva mide de -
20-50 ym de dif@metro y algunos autores hanpropuesto que se origi-
na de la forma no invasiva, es capaz de penetrar en los tejidos

y se caracteriza por la gran ingestién de eritrocitos, (Noble vy

Noble, 1976).

El citoplasma del trofozoito estd bien diferenciado en un ec
toplasma hialino y endoplasma granuloso, cuando se encuentra en
cultives ax&nicos, pero cuando la amiba procede de un hospedero - -
presenta adem&s vacuolas con eritrocitos, leucocitos, bacterias ,

etc, (Martinez-Palomo, 1982).

La forma tr6fica o trofozofto al desplazarse presenta polari
dad con uroide en la regifn posterior, demostrada por microscopia
electrénica por Martinez-Palomo y col. (1974). El movimiento de
la amiba es irregular asociado con seudopbdos, el tipc y rapidez
del movimiento dependen de la consistencialdel medio cque le rodea
edad del parfsito, temperatura, variedad de la amiba, estado de

tratamiento del huésped y muchos otros factores.

El nficleo es vesicular de unos 3-5 um de didmetro, segGn el
tamafio de la amiba, la membrana nuclear presenta en el interior
granos finos de cromatina. En el centro del nficleo existe un endo
soma de unos 0.5 ym de didmetro gue consiste en un grdnulo de cro

matina, rodeado por una zona clara o halo, vy alcunas veces lineas



radiales de el endosoma a la membrana nuclear, (Cervantes, 1980).

La organizacidn submicroscépica de el citoplasma de trofozoi-
tos de E. histolytica estd caracterizada por la ausencia de muchos
de los organelos diferenciados encoatrados en células de metazca--
rios; por ejemplo, no se han identificado mitocondrias, aparato de
Golgi, reticulo endoplésmico rugoso, centrfolos, ni microtfibulos -
(Martinez-Palomo, 1982). El citoplasma estd ocupado por una pobla
cidn heterogé&nea de vesiculas limitadas por memﬁrana y vacuolas de
tamanos variables gue van de 0.5-0.9 ym de di&metro, muchas de -~
ellas se forman a partir de regiones invaginadas de la membrana -
plasmdtica a través de varias formas de endocitosis como micropino
citosis, macropinocitosis y fagocitosis. E1 contenido de las va--
cuolas citoplésmicas de E. histolytica varia, va que en trofozoli--
tos que crecen bajo condiciones axénicas, las vacuolas aparecen en
su mayor parte vacias; mlentras que en amibas que crecen en culti-
vos monoxénicos se presentan en elloa fragmentos celulares, y en
amibas obtenidas de lesiones se presentan eritrocitos y células -
epiteliales en varios estadios de lisis celular, (Martinez-Paloro,

1982).

La mcmbrana plasmética esta cubierta externamente por un glu-
cocalix de .02-.03 um de espesor .compuesto de mucopolisacdridos vy

glucoproteinas (Carosi, 1976).

5.- Quistes.

Los quistes, generalmente esféricos, pueden medir de 5 a 20 ym

de didmetro y estdn recubiertos por una pared de 0.5 ym de espesor;



_recién formados tienen un solo nfcleo grande, en todo semejante al
de los trofozoitos, pero al evolucionar, este nficlec se divide en
dos y éstos a su vez por otra divisifn producen cuatro nficleos pe-
guefios, caracteristicos del quiste maduro, los nficleos mantienen -

su estructura y la cantidad original de crcmatina.

6.-Factores que intervienen en la invasién de E. histolytica.

De las fases del ciclo de E. histolytica el trofozoito es la

fase invasiva y el quiste la infectiva.

Aparentemente el desenquistamiento es influenciado por enzimas
digestivas del huésped, la cantidad de alimento ingerido y la velo
cidad del trénsito intestinal. Los trofozoitos pueden desarrollar
se solamente bajo condiciones de muv baja tensién de oxigeno (po--
tencial redox de =350 a -450 mV) éstas condiciones, son encontra--
das en el colon, por lo tanto su desarrollo ocurre principalmente
en este sitio (Piekarski, 1959). Otros autores proponen que la -
flora intestinal bacteriana juega un papel importante en la propa-
gacibn de las amibas por medio de la disminucibén del potencial re-
dox (Phillips y col. 1955). Sin embargo, en la mayoria de los ca-
sos de amibiasis intestinal aguda los intestinos estan libres de

bacterias patbdgenas (Biagi - F y Beltr&n - H, 1969).

Se ha propuesto que la amiba puede pasar a través de la muco-
sa intestinal por medio de su movilidad probablemente facilitada -
per enzimas (Biagi - F- y Beltrdn -H, 1969; Muioz y col, 1982).
Otro factor reportado como importante para la produccibn de abs

ceso hepdtico en pacientes con amibiasis intestinal es el incremen



to de colesterol en sangre o hepdtico (Bos y Van de Griend, 1977;

Neal y Stewart, 1970).

La capacidad de E. histeclvtica para producir necrosis en teji
dos se conoce desde el siglo pasado, augue el mecanismo a través -
del cual ejerce ésta accidn no ha sido esclarecido del éodo. En
los Gltimos afios se han ofrecido demostraciones directas de la ac-
tividad proteolitica de esta amiba en sustratos como gelatina, ca-
seina, hemoglobina, fibrina y células de epitelio cecal de cuyo, -
(Jarumilinta y Maegraith, 1961) recientemente se ha descrito que
E. histolytica posee también actividad colagenolitica Mufoz y col.
(1982).

Estudios posteriores han demostrado que leucocitos vivos de -
origemn humano y en contacto con trofozoitos méviles de E. histoly-
tica _.experimentan rdpidas transformaciones morfolégicas que los

conducen a la muerte celular (Jarumilinta y Kradolfer, 1964).

Algunos autores proponen cue las cepas virulentas de E. histo
lytica pueden destruir células de mamifero por simple contacto, o-
curriendo después un encolfamiento gradual o completo de éstas -
(Eaton, 1969). Esta actividad citolitica aparentemente no es debi
da a productos téxicos liberades en el medio, sino que el efecto
primario es explicado per la presencia en la superficie amibiana -
de lisosomas modificados come agentes de agresibfn externa, Eaton y

col, (1970).
McCaul y Bird (1977} realizaron estudios del efecto citopdti-

co de E. histolytica sobre células en cultivo. De acuerdo a sus

observaciones el dafio celular causado por las amibas es precedido



por el contacto entre las membranas de ambas cé&lulas.

Otros autores explican el recanismo de agresidn de las amibas
patégenas sin implicar necesariamente el contacto de éstas con la
célula blanco. Griffin y Juniper (1972) proponen que el mecanismo
de agresién de las amibas se lleva a cabo por medio de la libera--
cién de substancias liticas. Chévez v Segura (1974) en estudios
de la interaccibn de trofozcites de E. histolytica con leucocitos
de varias especies concluyercon gue la accibn citolitica de las ami
bas sobre las células se ejerce a distancia, por medio de substan-

cias tdxicas difusibles.

Chévez y col. (1972) hacen mencién a la formacién de una pla-
ca filopb6dica en la regibén de contacto dela amiba con el leucocito
y posteriormente el vaciamiento del contenido de vesiculas que pro

vienen del citoplasma amibiano, en la zona de contacto.

Diferentes cepas presentan.distintos grados de virulencia; se
ha reportado gue la virulencia puede ser disminuida por subcultiva
cibn o incrementada por enguistamiento, & pasos sucesivos en anima
les (Bos, 1975; Lushbaugk v col., 1978). La transmisifén frecuente
y natural en una poblaci®n humana puede taﬁbién incrementar la vi-
rulencia de ciertas cepas, esta es una posible explicacidn para la

alta incidencia de amibiasis severa en algunas regiones.

7.- Determinantes de virulencia.

La patogenicidad ha sido descrita como la capacidad de los mi
croorganismos para producir enfermedad en huéspedes animales o plan

tas. Los productos microbianos responsables para este proceso son



los deterrminantes de virulencia, y muchos de ellos son compenentes
de superficie (smith, 1977). En E. histolytica la mavoria de es--
tos determinantes de desconocen. Sin embargo se sabe gue el con--
tacto entre el trcfozoito y la célula blance es un prerequisito pa
ra que se dispare el mecanismo de agresidn. Por tanto, el estudio
de la superficie amibiana asi como el de la cé&lula huésped aporta-
rén datos importantes para la localizacibn y caracterizacién de -
las moléculas de superficie involucradas en la adhesién.

8.- Papel de las proteinas tipo lectinas en la adhesibn de -~

los microorganismos a la cé&lula blanco.

En la arquitectura y funcién de la superficie celular partici
pan un tipo de proteinas semejantes a las lectinas vegetales que
se asocian especificamente a mouléculas de carbohidratos y si éstos
carbohidratcs se encuentran en la superficie de otras cé&lulas cau-
san su aglutinacién. Debido a que la aglutinacién es selectiva, -
las lectinas son valiosas como pruebas para identificacién y mapeo
de los azficares y glicoproteinas de la superficie celular y el es-
tudio de la participacidn de estas glicoproteinas en fendmenos co-

mo la adhesidn.

Hasta la fecha mds de 50 lectinas han sido purificadas v ca-
racterizadas guimicamente, muchas de ellas han sido aisladas de -
plantas. Moléculas con caracteristicas guimicas de lectinas se =
han encortrado en la superficie de virus, bacterias y protozoarios
parisitos. Existe evidencia, sobre todo en bacterias y virus de
qgue algunas de estas proteinas tipo lectinas median la adhesién en

tre el microcrganismo y la célula hudsped y que en éste primer even



to de la relacidn huésped parasito la superficie tanto del microor

ganismo, como de la célula huésped juega un papel determinante.

Ofek y cel. (1977) han sugerido que la unién de E. celi a cé-
lulas epiteliales es mediada por una proteina tipo lectina que pre
senta afinidad por receptores de manosa. Mirelman y col. (1980) -
kan reportado la propiedad de cepas bacterianas para unirse a recep
tores que contienen mancsa tales como las mananas de laé levadnuras.
En muchos casos la presencia de actividad de lectina en la superfi
cie bacteriana no es determinante para colonizar la mucosa ya cgue

su adherencia puede ser mediada por otros factores de colonizaci6n.

Burrows y col. (1976) describieron en cepas de Escherichia -
coli la presencia del antigeno de superficie K 99 y por microsco--
pia electrbnica determinaron que se presenta como estructuras fila
mentosas de superficie las cuales tienen capacidad de adhesiﬁv al

epitelio intestinal.

En cepas virulentas de Streptococcus pyogenes gue presentan

la caracteristica de adherirse al epitelio de la garganta prcdu--
ciendo infecciones como la faringitis, Ellen y Gibbens, (1972) de
terminaron que los estreptococos del grupo A poseen en su superfi
cie unas proyeccicnes denominadas fimbrias, las cuales tienen un
antigeno especifice llarmado M y que es el responsable de la adhe-
sibn de este microcrganismo a las cé&lulas epiteliales. Por otro
lado, Ofek y col. (1975) propusieron que el &cido lipoteicoico ex
puesto en la superficie de los estreptococos y unido a las fimbri

as, participa en la adhesidn.

En virus la adhesifn a la membrana plasmitica es el primer -
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evento del proceso de replicacifn, por lo tanto los componentes de
superficie son esenciales en el proceso inicial de adhesibn y pene
tracidn a la célula huésped. Los carbohidratos estdn covalentemen
te unidos a las glucoproteinas y glucolipidos virales y se sabe -
participan directamente en los procesos de adhesidn en la infeccién

viral (Strauss y col, 1870).

En el caso de ortomixovirus v paramixovirus los receptores de
membrana han sido caracterizados como glucoproteinas,con oligosacd
ridos terminales con 6-alfaN-acetilgalactosamina(Compans y Hans-Die
ter,1979). El virus de la influenza presenta actividad de aglutina-
cibén en eritrocitos. En estudios efectuados por Compans y Hans-Die-
ter (1979) sc determind que esta hemaglutinacién es causada por una

de las glucoproteinas de la envoltura viral denominada HA.

En protozoarios el evento de adhesibn estd poco estudiado vy em
la mayoria de los casos se desconocen los factores moleculare; impli
cados en €l. Hill y col. (1981) determinaron en ensayos de microaglu
tinacibn y fluorescencia la afiridad de varios tipos de lectinas por

carbohidratos de superficie en Giardia lamblia, observando en gene-

ral una deficiencia de aglutinacién para las lectinas probadas.

Brown y col. (1975) sugirieron la presencia de receptores ma-

nosa en la superficie de Acanthanceba castellani por la formacibn

de agregados de las amibkas en presencia de la lectina Con A.

Triss y col (1977) han reportado algunas propiedades de super
ficie de E. histolytica, observando una correlaci6n de la patogeni
cidad de varias cepas de Entamceba con la susceptibilidad a ser a-

glutinadas por Con A.
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Bracha y col. ( 1982) demostraron la presencia de receptores
manosa en la superficie de E. histclvtica. Kobiler v Mirelman, -
(1980) encontraron una actividad de lectina en extractcs amikbianos
totales de E. histolytica que aglutina eritrocitos husanos Yy es in
hibida por oligosacéridos de N-acetilglucosamina. Estos autores
han sugerido que la lectina amibiaha podrfia participar en la adhe-

sibn.

Garcfia-Rivera y col. (1982) por medio de la obtencifén de clo-
nas de E. histolytica con deficiencia en adhesién a eritrocitos hu
manos sugirieron que la lectina amibiana, parece estar implicada
en la adhesién de los trofozoitos tanto a eritrocitos como a célu-
las epiteliales en cultivo. Por otra parte Orozco y col. (1982) -
demostraron gque la adherencia de trofozoitos de E. histolytica a
células epiteliales es inhibida por oligbmeros de N-acetilglucosa-
mina. En otros estudios Ravdin y Guerrant (1981) muestran que la
adherencia amibiana a cé&lulas de la linea CHO y su posterior lisis

requiere de receptores con afinidad por N-acetilgalactosamina.

De los reportes de la literatura mencionados anteriormente cue
da claro que en E. histolvtica como en otros microorganismos el es
tudio de la superficie celular y en particular de las proteinas ti
po lectinas aportar&n datos importantes para conocer las moléculas
que participan en la adhesidén a la célula blanco en la relacién -

huésped-parisito.

9.~ Fagocitosis.

Desde gue Losch describié la naturaleza hematéfaga de E. his-
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telytica, la ingestidn e eritrocitos humanos por parte de los tro
fozoftos es uno de los criterios bioldgicos para reconccer a la -
amiba en las lesiones cuc produce en el organismo humano v se le -
relacivna con la capacidal patdgena del microorganismo (Chévez y -
ccl. 1974). La eritrcfacsccitosis ha sido considerada itradicional-
mente como uno de los criterios mé&s importantes para identificar -

trofozoitos patégencs Ze E, histolytica.

Por otra parte Orczco, (1978) sugirid que el mecanismo de a-
gresibén de cepas patdgenas de E. histolytica, es dependiente del -
contacto entre las membranas plasmdticas del parésito y de la célu

la blanco con la subsecuente fase de dano celular y propone el fe-

némeno de fagocitosis como la Gltima fase del efecto citopdtico.

Se ha considerado a la fagocitosis como un factor importante
en la virulencia, sin embargo, se ha sugerido que la adhesidn es
un evento indispensable en el mecanismo de agresién de la amiba a
la célula huésped; por lo tanto para que la fase de ingestibn se
realice eficientemente es importante qgue se efectué la acdhesibn -

(Orozco y col. 1982).

A partir de la cepa HMl: IMSS considerada como muy virulenta
y eritréfaga,Orozco, (1981l) aisld una clona deficiente en fagoci-
tosis, la clona L-6 la cual fue caracterizada como no virulenta.
Se sabe que la clona L-6 presenta una eficiencia de adhesifn a eri
trocitos semejante a la de la cepa silvestre HMI: IMSS, Por lo -
que es claro qgue la deficiencia en fagocitosis mostrada por la clo
na L-6 se localiza en una fase posterior a la adhesidn, sin embar-

go no se han estudiado otros eventos del proceso de fagocitosis pa



ra definir la deficiencia de esta clona.

Un estudio mds detallado de la fagocitosis de la clona L-6 en
comparacidn con la de la clona A (Orozco, 1981) que fue aislada -
también a partir de la cepa HMI: IMSS y es altamente fagocitica v
virulenta aportaria datos inuortantes para el estudio del fenfrenc

de fagocitosis y su relacidn en la virulencia de las cepas amiblz-

nas.
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Objetivos.-

El objetivo general de este trabajc fue el de obtener mayores
evidencias sobre la especificidad de la adhesién y fagocitosis de

Entamoeba histoulytica.

Objetivos particulares.-

a) Medir cuantitativamente la virulencia de las clonas A vy
L-6 de E. histolytica determinando 1la dosis absceso medio {DASOI
por medio de la inoculacifén intraportal de trofozoitos de h&msters

jovenes.

b) Caracterizacién de los eventos morfolbgicos en la fagoci-
tosis en las fases de adhesibn, formacién de casquete e ingestién
por E. histolytica.

¢) Determinar si los trofozoitos de las clonas A y L-6 'pre—

sentan afinidad especifica por células que presentan diferentes

receptores en la superficie celular, estudiando:

1.- La adhesién y fagocitosis a eritrocitos de diferentes es

pecies.

2.- La adhesi6n y fagocitosis a levaduras Kluyveromices lactis

cepa silvestre y su mutante carente de N-acetilglucosamina (NAG)

en su superficie.
3.- La fagocitosis de material inerte (esferas de ldtex).

4.~ Y por filtimo determinar la actividad hemaglutinante de
los trofozoftos de las clonas A y L-6 con eritrocitos de diferentes

especies.
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MATERIAL Y METODCS

.1.- Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histelytica.

Trofozoi;os de las clonas A y L-6 se cultivaron en condicio-
nes axénicas a 37°C en medio TYI-~$-33 descrito por (Diamond et al
1978), suplementado con, 15% de suero bovino, inactivado prévia—
mente a 56°C durante 30 min en un bafno de agua, 3% de la nezcla
de vitaminas de Diamond, 0.25 UI/ml de penicilina y 35 ug/ml de es
treptomicina. Los tubos con cultivos de trofozoitos en fase loga-
ritmica de crecimiento, se incubaron en agua-hielo durante 5 a 10
min, para despegar las células de las paredes del tubo. Se agita-
ron suavemente y las amibas se sembraron con pipetas estériles de
1 ml en tubos de 16 x 125 mm con tapa de rosca, gue contenian 10 ml
de medio TY1-S-33, mis 2 ml de la mezcla de suero, vitaminas y an-
tibibSticos. Los inbculos se calcuraron, de acuerdce al crecimiento
de las cepas amibianas, péra obtener, 2.5, 5y 10 x 103 amibas por

tubo.

2.- Obtencifn de eritrocitos.

La sangre humana se obtuvo por puncién venosa, utilizando =~
una jeringa estéril de 5 ml con solucién de Alsever (Garvey y col.
1977) (100 pl de la solucibén/ml de sangre). La muestra se pasd a
un tubo de 16 x 125 mm con tapa de rosca en condiciones de esteri-

lidad. Se centrifugb a 1000 x g durante 10 min para separar los

eritrocitos del plasma y de otros elementos celulares de la sangre
Posteriormente los eritrocitos, se lavaron tres veces con SO--

lucién de Alsever por centrifugacidén a 1000 x g durante 10
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min., Los eritrocitos se conservaron en medio TY1-5-33 en refrige-

racibén por no més de 5 dias.

Para la obtencién.de eritrocitos de hé&mster, rata y cuyo,los
animales se anestesiaron con cloroformo, y se llevé a cabo la para
tomfa amplia para localizar la vena cava inferior de la que se to-
mb la muestra de sangre, utilizando una jeringa estéril de 5 ml -
con solucibén de Alsever (100 ul de solucibén/ml de sangre). La san
gre de conejo se obtuvo colocando el animal en una caja de madera
con una salida para la cabeza, y se colect6 de la oreja en un tubo
estéril de 16 x 125 mm que contenia solucibn de Alsever. Las mues
tras se trataron de la misma forma que se describib6 anteriormente

para obtener eritrocitos humanos.

3.- Determinacibn de la virulencia de E. histolytica.

La virulencia de las clonas A y L-6 se determin6 por inocula-
cibén intraportal de trofozoitos en hémsters j6venes de aproximada-
mente 100 gr de peso, de acuerdo a la técnica descrita por Reiner-
tson y Thompson (1951) modificada por Tsutsumi y Anaya (comunica--
cibn personal). Los h&msters se pesaron, y se anestesiaron por =
via intraperitoneal con Anestesal (Norden Mex) se utilizd 1 ml de
"Anestesal por ¢/ 100 gr de peso a partir de una solucibén diluida -
1:10. Los animales se colocarcn en una tabla de diseccifn y se -
les rasurd la regibn ventral para realizar la laparatomfa y locali
zar la vena porta. Los trofozyitos se inocularon intraporta{mente
en 0.5 ml de medio TY1-5-33 con una jeringa de 1 ml. Al terminar
la inoculacibn se cosib la incisibn en dos planos, el muscular ¥

el de la piel. Al término de 8 dias los himsters se pesaron, se
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anestesiaron con cloroformo, se abrieron para extraer el hifgado vy

observar si habia formacifén de abscesos.

4.- Eventos morfol6gicos en la fagocitosis de E. histolytica.

Los eritrocitos de humanc se resuspendieron a 1 x 108 eritro
citos/ml en medio TY1-5-33. Para lo anterior se efectu una dilu
cibn de eritrocitos con medio TY1-S-33, se contaron en el hematime
tro, y se ajustzaron a 1 x 108 eritrocitos/ml en TY1-8-33. Por ¢
tra parte, los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento de

6

las clonas A y L-6 se ajustaron a 1 x 10  amibas/ml en TY1-5-33.

.Tubos duplicados y marcados previamente se incubaron en un ba
fio de agua-hielo. A cada tubo se agregaron 0.4 ml de una suspensibn
de trofozoitos (1 x 106/ml} de las clonas A 6 L-6, posteriormente

se agregaron 0.4 ml de eritrocitos humanos (1 X 108/m1).

A los 5 min de incubacibén a 0°C la mitad de los tubos se =
pasaron a un bafio de agua a 37°C para permitir la distribucibn de
los eritrocitos adheridos en la superficie de la amiba y la inges-
tib6n de los mismos. A los tiempos 1, 2. 3, 4 y 5 min de incubacibn
a 37°C a cada uno de los tubos se les agregaron 0.5 ml de glutaral
dehido al 2.5% en solucifn amortiguadora de fostatos (PBS) para
detener el proceso de fagocitosis. La otra mitad de los tubos in
cubados durante 5 min a 0°C se incub6 a temperatura ambiente duran
te 3, 5y 7 min. En este caso la reaccibn se detuvo también agre
gando a los tiempos preestablecidos 0.5 ml de glutaraldehido (2.5%
en PBS) a cada tubo y se incubaron a 37°C en un bafio de agua duran
te 30 min. Posteriormente las amibas se lavaron 3 veces con PBS

por centrifugacién a 360 x g durante 2 min.Los eritrocitos se con
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trastaron con la tincibn de Novikoff (Novikoff y col. 1972) duran
te 30 min a 37°C. Las preparaciones celulares se lavaron tres ve
ces con PBS por centrifugacibn a 360 x g durante 2 min, para elimi
nar los eritrocitos del medio, y se examinaron 65 amibas al azar
en un microscopio &ptico Zeiss, para determinar los eritrocitos
adheridos, ingeridos o formando casquete solre la superficie ami
biana para cada tiempo y cepa. En otros casos.previo a los ensa
yos de adhesibn, fagocitosis y formacibn de casguete,los trofozoi-
tos se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en una solu

cibn de citocalasina B (10 ﬁg/ml en PBS).

5.~ Adhesibn de eritrocitos a trofozoitos de E. histolytica.

Los eritrocitos obtenidos de cada una de las especies mencio
nadas' anteriormente se resuspendieron a 1 x 108 eritrocitos/ml en
medio TY1-S-33. Por otra parte, los trofozoitos en fase IOgafitmi
ca de crecimiento de las clonas A y L-6 se ajustaron a 1 x 106 B

amibas/ml en TY1-5-33.

Los ensayos de adhesifn se realizaron de acuerdo a la técnica
descrita por Orozco, (1981). TJubos de centrifuga previamente rotu
lados, se colocarcon en un bano de agua-hielo. A cada tubo se agre
garon 0.4 ml de eritrocitos ( 1 x 103/ml ) y 0.4 ml de amibas -
(1 x 106/m1} y se incubaron durante 5 a 10 min para permitir la in
teraccibn. A los 5 y 10 min las mezclas celulares se fijaron con
glutaraldehido (2.5% en PBS). Las preparaciones se contrast.won
con la tincidn de Novikoff (@ovikoff v col. 1972). De la pasti-

lla se hicieron preparaciones en portaobjetes para.contar los eri

trocitos en 100 amibas elegidas al azar. &e obtuvieron promedios



21

de eritrocitos por amiba para cada tiempo y cepa.

6.-Fagocitosis de eritrocitos por trofozoitos de E.histolytica

Los ensayos de eritrofagocitosis se realizaron de acuerdo a
la técnica descrita por Trissl y col.(1978). 0.4 ml de amibas -
(1 x 106/m1) se mezclaron con 0.4 ml de eritrocitos (1 x 108/m1} Yy
se incubaron en un bafo de agua a 37°C por 5 y 10 min. Al finali-
zar estos tiempos se agregd a cada tubo 10 ml de agua bidestilada
durante 5 min a temperatura ambiente para lisar los eritrocitos 1i
" bres y adheridos a la membrana de las amibas, Los tubos se centri
fugaron a 360 X% g por 2 min y se descartaron los sobrenadantes. Las
pastillas se fijaron con glutaraldehido (2.5% en PBS) durante 30
min a 37°C. Posteriormente, las amibas se lavaron tres veces con
PBS, por centrifugacibn a 360 X g durante 2 min. Los eritrocitos -
se contrastaron con la tincién de Novikoff (Novikoff y col. 1972)
durante 30 min a 37°C. Las preparaciones se lavaron nuevamente 3
veces con PBS por centrifugacifn a 360 X g durante 2 min. De la -
pastilla se hicieron preparac¢iones en portaobjetos, se contaron -
los eritrocitos ingeridos en 100 amibas elegidas al azar y se obtu

vieron promedios para cada tiempo y cepa.

7.- Ensayos de hemaglutinacién.

Preparacién de eritrocitos. Los eritrocitos de diferentes es
pecies se lavaron tres veces ~on solucién de Alsever por cent-ifu-
gacibén a 1,000 x g durante 10 min y se fijaron con glutaraldehido -
(2.5% en PBS) durante una hora a 37°C. Se centrifugaron a 1,000 X g

por 10 min, se lavaron una vez con glicina 0.1 M y 3 veces méds con
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NaCl al 0.9% ( S S ). -Los eritrocitos se diluyeron al 10% con £ S.

Determinacifn de la actividad de lectina por el método de he-
maglutinacién. Los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiente
de las clonas A y L-6 se incubaron en agua-hielo durante i0 min, -
se centrifugaron a 360x g por 10 min, se lavaron una vez con FBBS ¥y
una vez con S S; las soluciones se utilizaron a 4°C. Las amibas se
contaron en un hematimetro y se ajustaron a 1 x 106 amibas/ml ce
PBS al que se agregd fluoruro de fenilmetil sulfonil (PMSF) (Sizzma)
25 mM. Las amibas se rompieron por congelacién en acetona-hielo -
seco y descongelacién en bario de agua a 37°C. Se pasaron inmedia-
tamente a un‘baﬁo de agua-hielo (0°C) y se centrifugaron durante -
5 min a 1,000 X g. Después de eliminar el sobrenadante, la pasti-
1lla se resuspendid en 1 ml de PBS con PMSF 25 mM. Los tubos se -
colocaron en un banio de agua-hielo y por medioc de un homogenizador
de teflén se homogeniz® cada una de las muestras. Una gradilla -
con tubos de ensaye previament: rotulados en orden ascendente para
cada dilucibn, se colocd en una palangana con hielo. A cada tubo
de ensaye se agregaron 300 ul de PBS pH 5.7 y al primer tubo se le
pusieron 300 ul de la muestra homogeneizada para tener una diiucidén
1:2; a partir de esta se efectuaron diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32

1:64 y 1:128.

Los ensayos sc efectuaron por duplicado en placas de hemaglu-
tinacidn de acuerdo a la técnica descrita por Kobiler y Mirelman -
(1980). En cada pozo se pusicron 25 pl de cada una de las dilucio
nes y se le agregaron, 20 wl de albfimina sérica de bovino (BSA) -
(Sigma) al 1% reciér preparada, 20 pl de PBS pH 5.7 y finalmente -

20pl de eritrocitos preparados al 2%. Al control negativo se le -
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agregaron 25 ul de PBS ph 7.0, 20 pl de BSA al 1% y 20 wul de eri
trocitos. Las placas se agitaron suamevente por los cuatro costa
dos y s¢ incubaron a temperatura ambiente por una hora. Despuds
de este tiempo se efectuf$ la lectura y se determinaron los titu-
los de hemaglutinacifn como la inversa de. la dilucidén md3s alta -

que produjo hemaglutinacibn.

8.~ Cultivos de levaduras Kluyveromices lactis.

Levaduras Kluyveromices lactis cepa silvestre y su mutante de

ficiente en N-acetilglucosamina (NAG) en la pared celular, obteni
das por Douglas y Ballou (1980), se cultivaron en matraces erlenme
yer con 50 ml de medio para levaduras ¥YM-1. Con un asa estéril se
tomé una muestra de levaduras de la cepa silvestre o de la cepa mu
tante cultivadas previamente en medio semisSlido. E1 inocfilo se
paso a un maltraz despositando lua muestra sobre las paredes. Los ma

traces se incubaron a 37°C sobre un disco giratorio por 20 horas

para la cepa silvestre y por 42 horas para la cepa mutante.

Las levaduras de la cepa silvestre o de 1la mutante se resus
pendicron a 1 x 108 levaduras/ml en PBS; para lo anterior se efec
tudé una dilucidn de levacuras en PRS y se conté el nfimero de célu
las en el hematimetro. Las levaduras se lavaron 3 veces con PBS
por centrifugacién a 1,000 x g durante 7 min, posteriormente, se
tifleron con colorante de safranina durante 20 min a 37°C y se la

varon 3 veces con PBS,

En algunos casos las levaduras se fijaron con glutaraldehido
(2.5% en PBS) durante 30 min a 37°C, se lavaron tres veces con PB3S

y se tifieron con el colorante de safranina como se especificd ante
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riormente.

9.- Fagocitosis y adhesién por E. histolytica de levaduras.

Kluyveromices lactis de la cepa silvestre v su mutante

defic.ente en NAG.

Levaduras Kluyveromices lactis cepa silvestre y su mutante de

ficiente en NAG en la pared celular (fijadas con glutaraldehido v
sin fijar) se resuspendieron a 1 x lOa/ml en PBS. En tubos de

centrifuga marcados con los tiempos diferentes para cada Eiempo y
cepa se agregaron 0.4 ml de la suspensifén de levaduras y 0.4 ml de
la suspensién de trofozoitos (1 x 106/ml en TY1-5-33). Los tubos
se incubaron a 37°C en un bafio de agua 6 a 0°C en agua-hielo duran
te 30, 60 y 120 min. A los tiempos indicados, las mezclas celula
res se fijaron con glutaraldehido (2.5% en PBS) durante 30 nin a
37°C. Posteriormente, las preparaciones se lavaron 3 veces _con

PBS por centrifugacién a 360 x g durante 3 min. De 1la pastilla,

se hicieron preparaciones en portacbhjetos y se contaron en un mi
croscopio Zeiss las levaduras ingeridas o adheridas en 100 amibas

y se obtuvieron promedios de levaduras vara cada tiempo y cepa.

10.- Fagocitosis de esferas de 1latex por trofozoitos de
E. histolytica.

Esferas de l&tex coloreadas (Sigma) de 7 um de di&metro se -
lavaron 3 veces con § S y se resuspendieron a 1 x 108/m1 en TY1-S-
33. Se marcaron tubos cbénicos con los tiempos diferentes para ca-
da cepa, a cada tubo se agregaron 0.4 ml de la suspensién de esfe-

ras, y se incubaron a 37°C. Posteriormente, se agregaron 0.4 ml -
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de la suspensidén de trofozoitos ajustados a 1 x 106/m1 en TY1-S-33
y se incubaron a 37°C en un baho de agua durante 30, 60 y 90 min.

Al término de estos tiempos las c&lulas se fijaron con glutaralde-
hido (2.5% en PBS) durante 30 min a 37°C. Posteriormente las pre-
paraciones se lavaron 3 veces con S S por centrifugacidén a 360 x g
por 3 min. Las esferés de latex ingeridas en 100 amibas al azar -
se contaron con la ayvuda de un microscopio Zeiss a un aumento de

160 X y se obtuvieron promedios de esferas ingeridas por trofozoi-

tos para cada tiempo y cepa.
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RESULTADOS

1.~ Virulencia de las Clonas A y L-6 de E. histolytica.

Uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar en forma
comparativa los pasos de la fagocitosis en las clonas A v L-6, ais
ladas a partir de la cepa HM1:IMSS y con un c¢rado diferente ds= vi
rulencia y fagocitosis (Orozco, 1981). Ha sido descrito que la vi
rulenqia de la clona A y de la cepa silvestre HM1l: IMSS medida por
inoculacidn intrahepdtica de trofozoitos en hé&msters recién naci--
dos so; semejantes. Por otra parte, se ha reportado que la clona
L-6 no produce abscesos hepaticos, en hamsters recién nacidos cuan
do se inocula un nfmero trofozofitos 5 veces mayor al que se requie
re para producir abscesos con la cepa HM1:IMSS, en el 96% de los
animaleés. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha determinado cuan-
titativamente la virulencia de estas clonés ni de otras cepas ami-
bianas con datos estadfsticos del tipo de la dosis absceso medio
(DAso} o la dosis letal media (DL50]. Estos datos permitirfan ha
cer comparaciones mé&s objetivas entre la virulencia de las cepas
y las propiedades de los trofozoitos en relacidén con la virulencia.
Por lo tanto, en este trabajo se realizaron estudios cuantitativos
sobre la virulencia de las clonas A y L-6 inoculando hdmsters de
aproximadamente 100 gr de peso con diferente nfimero de trofczoitos
y establecer as{ el nlmero neccsario para producir abscesos hepdti

cos en el 50% de los animales Inoculados.

A este nimero se le llamb dosis absceso medio (DASO}. Como -
se muestra en la Tabla I con 2.5 x 105 trofozoitos de la clona A

se produjeron abscesos en el 90% de los hdmsters inoculados. La -
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DASO para esta clona resultd ser de 1.75 x 105. Sin embargdo con

3 X 106 trofozoitos no fue posible obtener la DA o bara la clona

5
L-6. Por otra parte, cuando se obtuvieron abscesos con la clona A
&stos fueron generalizados y ocuparon mds de las tres cuartas par-

tes del higado. Con la clona L-6, en cambio, los abscesos, cuando

se llegaron a obtener, fueron generalmente peguenos,

~2.- Eventos morfolégicos en la fagocitosis de E. histolytica.

El estudio ultraestructural (Orozco, 1978) y cinemicregréafico
(Cervantes) del efecto citopdtico de .trofozoitos de E. histolytica
sobre células.en cultivo, tanto de hepatocitos de rata adulta en
cultivo primario, como de cultivos de células epiteliales de la 1%
nea MDCK sugirid que el mecanismo de agresién de la amiba requiere
como primera etapa la adhesibén de los trofozoitos a la célula blan
co y que la fagocitosis es una fase posterior en el mecanisma de

%
agresifn de la amiba.

Con el objeto de determinar los pasos de la eritrofagocitosis
por E. histeclytica-a nivel morfolbgico, se disefio un método senci-
llo que permitid observar las diferentes etapas de la fagocitosis
de eritrocitos humanos por E. histolytica. Los eritrocitos humanos
se anadieron a trofozoitos de las clonas A & L-6 incubados previa-
mente a 0°C. Una vez gue los eritrocitos se adhiriecron a la super
ficie de los trofozoitos (5 min, 0°C) los tubos se incubaron, bien,
a 37°C durante 1, 2, 3, 4 y 5 min, o bien, a temperatura ambir.ate
durante 3, 5 y 7 min para permitir la distribucién de los eritroci

tos en la superficie de la amiba y su ingestién.
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En las Figuras 1 a 8 se muestra la secuencia del evento de Ia
gocitosis de eritrocitos humanos. La adhesién (Fig. 1 y 2) se ni-
di6 a 0°C, la formacibn de casquete a temperatura ackiente (Fig 3
y 4) y a 37°C (Fig 5 y 6) y la ingestién a 37°C (Fig 7 y 8). Los
resultados obtenidos del porcentaje de trofozoitos que mostraron -
(cuando menos un eritrocito en la superficie) eritrccitos adheridcs,
ingeridos o fermando casquete (m3s de cuatro eritrocitos aglutinrz-
dos en un punto sobre la superficie amibiana) para cada tenmperatursa
tiempo y cepa se presentan en la Tabla II. La mayorfa de lcs tro-
fozoitos presentaron al mismo tiempo eritrocitos adheridos, forman
do casquete y otros ingeridos. Como se dijo anteriormente, en es
tos experimentos se muestra que tanto la clona A como la clona L-6
presentan semejante eficiencia de adhesidén. El nfimero de los cas
quetes formados por los eritrocitos en la superficie de las amibas
a 37°C diéminuye en los trofozoitos de la clona A a medida que au-
menta el tiempo (de 2 a 5 min) como consecuencia de la ingestién -
de los eritrocitos por los trofozoitos, mientras que en los trofo-
zoitos de la clona L-6 se presenta un incremento en el nfimero de
casquetes debidc probaiblemente a que la fagocitosis es minima. Ics
eventos de adhesifn, formacidn de casquete y fagocitosis, estudia-
dos en las cleonas A v L-6 con eritrocitos de humano muestran gue -
la deficiencia en 1a velocidad de fagocitosis de la clona L-6 se
presenta tanto en la formacifén de casquete de los eritrocitos sobre
la superficie amibiana, como en la velocidad de introduccibn de los

eritrocitos al citoplasma.

La adhesibn es ura propiedad importante y posiblemente indis-

pensable para la produccidn del daho a la célula huésped por lcs -
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trofozoitos. Ya cue no se aprecia una relacién directa de esta -
prcpiedad ccn la virulencia de las cepas, se puede considerar que
los factores gue determinan las diferencias en la virulencia de
las cepas amilkiaras probablemente se expresan en un paso ulterior
a la adhesibn del trofozoito a la c&lula blance, es decir en Ila
fase de fagocitosis (Orozco v col., 1980).

3.- Efecto de la citocalasina B en la fagocitcsis de eritro-
citos por trofozecitos de la Clona A.

Trofozoitos de la clona A fueron incubados durante 10 min en
solucibn de citocalasina B (10 pg/ml en PBS) é temperatura ambiente
previo a los ensayos de fagocitosis, adhesibn y formacibn de_casqug
te. Como se nmuestra en las Tablas III y IV la citocalasina B actud
como inhibidor de la eritrofagocitosis, ya que se presento una dis-
minucibén en el nfmero de eritrocitos ingeridos por amiba a 37°C.

En presencia de la citocalasina B el porcentaje de inhibicibn de

la fagocitesis &z 37°C fué de 57%. En la cin&tica de adhesibn y de
formacidnr de cascueste a 22°C no se observaron diferencias signifi-
cativas cuando ics experirentos se realizaron con y sin citocalasi

na B.

Otro de lcs chietivos de este trabajo fue el de estudiar més
ampliamente la especificidad de la fagocitosis en las clonas amibia
nas A y L-§ para lc cual se eligieron gldbulos rojos de diferentes
especies, levaduras XKluyvercrices lactis cepa silvestre y su mutan

te deficiente en NAG en la pared celular y esferas de létex.
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4,- Fagocitosis y adhesifn de eritrocitos por trofozoitos de
las Clonas A y L-6 de Entamoeba histolytica.

Para los ensayos de adhesibn, trofozoitos de las clonas 3 y -
L-6 se pusieron en contacto con eritrocitos de humano, himster, co
nejo, cuyo y rata en una relacibén de 1:100 y se incubaron a 0°C ,
temperatura a la cual la adhesibn se realiza eficientemente pero -

no hay ingestif6n de eritrocitos (Orozco,-1981),

Como se muestra en las Figuras 9, 10, 11, 12 y 13 la adhesifn
de eritrocitos frescos a trofozoitos es diferente para cada espe-
cie, resultando los valores més altos de- adhesidn para los eritro-
citos de humano, (Fig 9) sigui&ndoles en afinidad los de hdmster ,
(Fig 10) después los de conejo (Fig 11)y se obtuvieron valcres de
adhesibn més bajos para eritrocitos de cuyo (Fig 12) y de rata -
(Fig 13). En la mayoria de los casos los valores de adhesién de
Eritrocitos a trofozoitos fueron semejantes para la clona A y para
la clona L-6 en las diferentes especies estudiadas Figuras 9, 10 ,
11, 12, 13 y Tabla (V). Estos resultados éresentan mayores eviden
cias de que la deficiencia en fagocitosis mostrada por la clona -

L-6 no radica en la adhesibn.

Con el objeto d= corroborar si la velocidad de fagocitosis se
presentaba en relacién directa con la virulencia de la cepa y con
la eficiencia de adhesibn del trofozoito a eritrocitos de diferen-
tes especies, los trofozoftos de las clonas A y L-6 se incubaron a
37°C con eritrocitos frescos de cada una de las especics menci~na-
das. A los tiempos 5 y 10 min se detuvo la reaccibén por medio de
un choque hipotfnice con agua bidestilada. Posteriormente las pre

paraciones se fijaron y se contrastaron con diaminobencidina ( No-
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vikoff y col. 1972) como se describib en la seccibn de Materiales
y Métodos. Como se nuestra en las Figquras 9, 10, 11, 12, 13 y Ta-
bla (V) la clona A presenta valores de eritrofagocitosis méds altos

para cada una de las especies, en comparacidn con la clona L-6.

Los experimentos anteriores con eritrocitos de diferentes es-
pecies mostraron que los trofozoitos de E. histolytica (clona a vy
1L-6) presentan una afinidad selectiva de adhesi6n y fagocitosis en
las diferentes especies estudiadas. La mayor eficiencia de fagoci
tosis fue mostrada por las dos clonas cuando &stas estuvieron en -
contacto con eritrocitos humanos. Los trofozoitos de ambas clonas
mostraron una.velocidaé de eritrofagocitosis intermedia cuando se
incubaron con eritrocitos de hdmster, y de conejo y ésta fué mds
baja cuando se pusieron en contacto con eritrocitos de rata y de

cuyo.

Estos resultados correlacionan directamente con la eficiencia
3

de adhesibn mostrada por los trofozoitos en contacto con eritroci

tos de las diferentes especies.

Para descartar la posibilidad de que el tamano de los eritro
citos fuera el que determinara la mayor © menor afinidad mostrada
por los trofozoitos de ambas clonas en los ensayos de adhesidn vy
fagocitosis, se midid el didmetro de los eritrocitos de cada una
de las especies estudiadas Tabla (VI). Estos datos sugieren que
existe una relacidn directa entre la eficiencia de eritrofagocito
sis y la virulencia de las clonas estudiadas y una afinidad selec

tiva por eritrocitos de diferentes especies.
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5.- Actividad hemaglutinante de los trofozoitos de las
Clonas A y L-6.

Se ha descrito que en el proceso de adhesién ce eritrocitos a
trofozoitos es posible que participen lectinas de la superficie
amibiana (Kobiler y Mirelman, 1980) y estas lectinas pueden ser
detectadas por ensayos de hemaglutinacibn. En este trabajo se efec
tuaron ensayos de hemaglutinacién con eritrocitos de diferentes es
pecies. Se determiné la actividad aglutinante de los extractos
amibianos totales sobre eritrocitos humanos, de himster, de conejo
de rata y de cuyo fijados con glutaraldehido (2.5% en PBS). El ti
tulo de agluﬁinacién se midibé como la inversa de la dilucibén més
alta que presento hemaglutinacién. En la tabla VII se muestra la
actividad hemaglutinante de los extractos amibianos para cada espe
cie de eritrocitos. En ella se observa que los extractos amibianos
aglutinaron a los eritrocitos de todas las especies probadas. Sin
embargo el titulo de aglutinacién mis alto se presento con eritro
citos de hdmster, en tanto que!la actividad de hemaglutinacidn fue
menor con eritrocitos de rata. La actividad de lectina de los ex

tractos amibianos fue semejante en ambas clonas A y L-6.

6.- Fagocitosis y adhesidn de levaduras Kluyveromices lactis

de la cepa silvestre y de su mutante deficiente en NAG

por trofozoitos de las Clonas A y L-6.

Kobiler y Mirelman (1980) reportaron que los trofozoitos de

E.histolvtica presenian una lectina asociada a la wmeibrona ooiular

con especificidad por polimeros de NAG. Con el propbsito de estu

diar el papel de la lectina amibiana descrita por Kobiler y Mirel
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man (1980C) y la participacidén de los receptores e AG en z1 proce
so de fagocitosis, se utilizaron levacduras de la cepa silvesire -

Kluvverormices lactis y de su mutante deficiente en NG en la pared

celular obtenidas por Douglas y Ballou (1980). Trcfeozeftos de las
clcnas A 6 L-6 se incubaron a 0°C 6 a 37°C con levaduras de la ce

pa silvestre o de su mutante sin fijar y fijadas ceorn clutarzldehi-
do (2.5% en PBS) en una relacidén 1:100. Las levaduras de la cepa
silvestre y su mutante no se adhirieron a la suverficie celular de
los, trofozoftos. En la Fig 14 se observa que ambas clenas prosen-
taron una mayor eficiencia de fagocitosis cuando se incubaron a -
37*C con levaduras de la cepa silvestre. Sin embargo, la ingestibn
de células por trofozoito aumento tres veces mis cuando las levadu
ras se fijaron con glutaraldehido Fig 15, aunque en estas condicig
nes también se observ6 una mayor ingestifn de levaduras de la cepa
silvestre. En ambos casos los trofozoitos de la clona A pres=nta-

ron mayor eficiencia de fagocitusis, en tanto cue la clcna L-6 re

sulté nuevarente menos eficiente.

L Fagocitosis de esferas de litex por trofozoftcs de las
Clonas A v L-6 de E. histolvtica.

En los resultados anteriores se describif cue tanto la clona
A como la clona L-6 presentan en general semejante eficiencia de
adhesidn a los eritrocitos, por lo tanto, la deficiencia en fagoci
tosis de la clona L-6 aparentemente no radica en cl primer pasc ce
la fagocitosis, la adhesibn, sino que posiblemente se loccalize en
un paso posterior a este evento, es decir, en la introduccibn de

las particulas al citoplasma. Lo anterior se ve apoyado por los
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experimentos de fagocitosis efectuados con esferas de l&tex por -
trofozoitos de las clonas A y L-6. Trofozoitos de lac clonas A &
L-6 se incubaron a 37°C con esferas de l&tex a diferentes tiempos.
En las Figuras 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos. La -
ingestibén de particulas de litex por los trofozoitos de ambas clo-
nas es proporcional al tiempo de interaccifn. Sin embargo, los -
trofozoitos de la clona A presentaron los valores més altos de fa

gocitosis de esferas de litex para cada tiempo; en comparacifn con

la clona L-6.

Las esferas de l&tex no se adhirieron a la superficie de los
trofozoitos, probablemente, por que no presentan grupos funciona-
les que puedan interactuar especificamente con componentes de la
superficie celular del trofezoito y solamente fuerzas fisicas pro
mueven la adhesibn entre éstos y las esferas de latex para dar lu
gar a la fagocitosis. Sin embargo, estas.fuerzas fisicas aparente
mente no son lo suficientemente grandes para que las esferas per-
manezcan unidas a la superficie de los trofozoitos, tendiendo &sta:

por su peso a caer.
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TABLA I

VIRULENCIA DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA

(Clonas A y L-6)

Cloaa NGmero de NGm. de hémsters ¢ de hdmsters con
Trofozoitos inoculados absceso hepitico.

HML:IMSS 2 x 10° 20 96

A 2.5 x 10° 20 90

A 2.0 x 10° 10 80
« A 1.75x 10° 30 - 50

L-6 2.0 x 10° 10 0

L-6 1 x10° 30 6.6

L-6 2 x 10° 30 20

L-6 3 x 10° 20 30
L DAgq. - El nGmero minimo de trofozoitos suficientes para

producir abscesos hepdticos en el 50% de los hams

ters inoculados.
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FIGURAS 1 y 2

ADHESION DE ERITROCITOS DE HUMANO A LA SUPERFICIE

DE TROFQZOITOS DE E. HISTOLYTICA.

Trofozoitos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con
eritrocitos a 0°C durante 5 min. La reaccifn se detuvo
agregando glutaraldehido (2.5% en PBS). Las preparacio
nes se contrastaron con diaminobencidina y se observaron.
al microscopio para contar el porcentaje de amibas con

eritrocitos adheridos.






FIGURAS 3 y 4

FORMACION DE CASQUETE DE ERITROCITOS HUMANOS EN

LA SUPERFICIE DE E. HISTOLYTICA.

Trofozoitos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con
eritrocitos a 0°C durante 5 min. Posteriormente se pa
saron a 22°C durante 5 min. Las preparaciones se fija-
ron con glutaraldehido (2.5% en PBS), se contrastaron -
con diaminobencidina y se ébservaron al microscopio pa
ra contar el porcentaje de amibas con eritrocitos for--

mando casquete.
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FIGURAS 5 y 6

FORMACION DE CASQUETE DE ERITROCITOS HUMANOS EN

LA SUPERFICIE DE E. HISTOLYTICA.

Trofozoitos de las clonas A & L-6 se incubaron con
eritrocitos a 0°C durante 5 min. Posteriormente los tu
bos se pasaron a 37°C durante 1 a 5 min. Las prepara--
ciones se fijaron con glutaraldehido (2.5% en PBS), se
contrastaron con diaminobencidina y se observaron al -
microscopio para contar el porcentaje de amibas con eri

trecitos formando casquete.
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FIGURAS 7 y 8

TROFOQZOLITOS DE E. HISTOLYTICA CON ERITROCITOS
INGERIDOS.

Trofozoitos de las clonas A & L-6 se incubaron con
eritrocitos a 0°C durante 5 min. Posteriormente los tu
bos se pasaron a 37°C durante 1 a 5 min para permitir -
la fagocitosis de los eritrocitos. La reaccidn se detu
vo agregando glutaraldehido (2.53% en PBS), las prepara-
ciones se contrastaron ... c¢iaminobencidina y se obser-
varon al microscopilo pava contar el porcentaje de amibas

con eritrocitos ingeridos,

En las fotos se cbservan ademds eritrocitos adheri

dos y algunos formando casquete,
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" TABLA II

EVENTOS MORFOLOGICOS EN LA ERITROFAGOCITOSIS DE E. HISTOLYTICA

(Clonas A y L-6)

T= 37°C CLONA A CLONA L-6
ERITROCITOS ERITROCITOS
t (min) 1D 2C 3F 1D 2C 3F
A 70 57.8 6 92 21 1]
2 42 75 12 98 40 0
3 46.8 62.8 76 88.5 39 6
4 45 43 73 85 37 15
5 52.5 46.2 92 78 57.5 25,5
T= 22°C CLONA A CLONA L-6
ERITROCITOS ERITROCITOS
4 (min) D [ & r D C F
100 4.6 0 98.4 0
69.7 37.5 0 100 0
53 76 0 98.4 19 0

1.- Eritrocitos distribuidos en la superficie de la amiba.
2.- Eritrocitos formando casquete.
3.~ Eritrocitos fagocitados.

Después de 5 min de incubacibn a 0°C los trofozoitos se incu
baron a 37°C © a 22°C y a los tiempos descritos se midié el
porcentaje de trofozoitos con eritrocitos distribuidos en la
superficie (1), eritrocitos fecrmando casquete, mds de cuatro
eritrocitos aglutinados sobre un punto de la superficie ami-
kiana (2) y eritrocitos fagocitados, cuando menos un eritro-
cito por trofozoito (3).
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TABLA III

EFECTO DE LA CITOCALASINA B SOBRE LA FAGOCITOSIS
DE E. HISTOLYTICA

(Clona A)
Citocalasina B TEG ‘e/a
0 37 6.8
Y
10 pg/ml 37 2.8

En los ensayos realizados a 37°C para medir la
fagocitosis los eritrocitos adheridos a la super
ficie amibiama se lisaron por medio de un choque

hipoténico con agua bidestilada. t= 5 min.



TABLA IV

EFECTO DE LA CITOCALASINA B SCBRE LA ADHESION

Y FORMACION DE CASQUETE EN E. HISTOLYTICA.

( Clona A )
t Ccit. B Eritrocitos
(min) (pg/ml) D C F
3 0 89.7 14.7 0
3 10 i 95,5 13 0
5 n - 86.7 33.8 0
5 10 88 30.8 0
7 0 67.6 63 0
7 10 69 61.7 0
T= 22°C

Los trofozoitos fuercon incubados en Citocalasina B
10 yg/ml durante 10 min previo a los experimentos

de interaécifn con eritrocitos.
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FIGURAS 9, 10, 11, 12 y 13

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFQZOITOS DE E. HIS
TOLYTICA Y ERITROCITOS. T
En los ensayos de adhesidn, trofozoitos de E. his-
tolytica (Clona A 6 L-6) se pusieron en contacto con =~
eritrocitos a 0°C en una relacibn de 100 eritrocitos -
por amiba. Para los ensavos de eritrofagocitosis a los

5 y 10 min de incubacibn a 37°C se agregd agua destila-

da para lisar los eritrocitos en suspensibn y adheridos

a la superficie de los trofozoitos.

Las preparaciones se fijaron con glutaraldehido -
(2.5% en PBS), se contrastaron con diaminobencidina vy
se contaron los eritrocitos ingeridos por 100 amibas.,
Se obtuvieron los promedios de eritrocitos por amiba -
para cada tiempo y cepa. Las barras indican las desvia

ciones standard.
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FIGURA 9

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y
ERITROCITOS DE HUMANO
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FIGURA 10

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y
ERITROCITOS DE HAMSTER
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FIGURA 11

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y
ERITROCITOS DE CONEJO
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FIGURA 12

Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS
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FIGURA 13

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS
ERITROCITOS DE RATA

¥
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TABLA V

PRUEBA DE t “STUDENT"

ADHESION FAGCCITOSIS
CLONA A | 16| A]|L-6|A]| L6 A|L-6
TIEMPO (min) 5 5 10 10 | 5 g I 10 10
Humano 1.5 0.5 6.06 6.57
Himster 0.15 0.29 0.79 2.6
Conejo 2.0 3.4 2513 3.25
Cuyo 1.3 1.2 6.2 2.5
Rata 1.42 0.96 3.37 375
t "student" = 2.04

t > 2.04 Si hay diferencias (valores de achesién 6 fa
gocitosis diferentes en
ambas clonas.)

t < 2.04 No hay diferencias (valores de adhesidn 6 fa
gocitosis semejantes en
ambas clonas.)



TABLA VI
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TAMARO DE ERITROCITOS DE DIFERENTE ESPECIE

Especie di&netro
(um)
Hamster 6.3
Rata 7.2
Cuyo 7.1 a 7.5
Conejo 6.5 a 7.5
Humano 6.5 a 8.0

El diSmetro de los eritrocitos
con un ocular micrométrico y a

de 40 x

fue medido

un aumento



TABLA VII

AGLUTINACION DE ERITROCITOS DE DIFERENTES ESPECIES
POR EXTRACTOS DE E. HISTOLYTICA

Especie * Actividad de lectina

Clona A L-6
Rata 12 10
Humano 16 - 21
Cuyo 18 20
Conejo 34 29

- 7

Hamster 128 128

Actividad de lectina: Se midi& como la inversa
de la dilucidn mls alta de extractos amibianos

gue produjo hemaglutinacibn,
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FIGURA 14

FAGOCITOSIS DE LEVADURAS KLUYVEROMICES LACTIS POR
E. HISTOLYTICA (CLONAS A y L-6)

Trofozoitos de E. histolytica (Clona A 6 L-6 se incu
baron a 37°C con levaduras de la cepa silvestre Kluyvero-
mices lactis o su mutante deficiente en NAG en la pared
celular fijadas con glutaraldehido (2.5% en PBS) o sin fi
jar en una relacibén de 100 levaduras por amibas. A dife-
rentes tiempos las preparaciones se fijaron con glutaral-
dehido, se lavaron con PBS ; se contaron las levaduras in
geridas por 100 amibas. Se obtuvieron promedios de leva-
duras por amiba para cada tiempo y cepa.A: Clona A ; O :

Clona L-6.

4 , O fagocitosis de levaduras Kluyveromices

lactis cepa silvestre.

4 , ®  fagocitosis de levaduras Kluyverornices

lactis cepa mutante carente de NAG en

la pared celular.
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FIGURA 15

FAGOCITOS1IS DE LEVADURAS KLUYVEROMICES LACTIS
POR E. HISTOLYTICA ( CLONAS A y L-6 ).

Los experimentos se realizaron como se indico en 1la

fig. 14,

Los indices de fagocitosis para cada clona se obtu-
viercon multiplicando el promedio de levaduras ingeridas per

trofozoito por el porciento de trofozoitos que presenta--

r

ron cuando menos una levadura ingerida.

S levaduras Kluyveromices lactis cepa silvestre

(fijadas con glutaraldehido 2.5%).

M levaduras Kluyveromices lactis cepa mutante

carente de NAG en la pared celular (fijadas

con glutaraldehido 2.5%).
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FIGURA 16

FAGOCITOSIS DE ESFERAS DE LATEX POR E. HISTOLYTICA

Trofozoitos de E. histolytica (Clona A & L-6) se incu
baron con esferas de latex a 37°C en una relacibén de 100 es
feras por amiba. A diferentes tiempos 1las preparaciones se
fijaron con glutaraldehido, se lavaron con solucibn salina y
se contaron las esferas ingeridas por 100 amibas. Se obtu
vieron los promedios de esferas por amiba y los porcentajes

de las amibas que fagocitaron para cada tiempo y cepa.A; Clo

na A ; O : Clona L-6.

( === ) porcentaje de amibas que fagocitaron

cuando menos una esfera.

{ ) esferas/amiba.
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FIGURA 17

INDICES DE FAGOCITOSIS DE ESFERAS DE LATEX POR
E. HISTOLYTICA
Los experimentos se realizaron como se indico ante-

riormente en la fig. 14.

Los indices de fagocitosis para cada clona se obtu
vieron multiplicando el promedio de esferas ingeridas por
trofozoito, por el porciento de trofozoitos que presenta

ron cuando menos una esfera ingerida.
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D1SCUSION Y CONCLUSION

l.- Uso de Clonas en el estudio de la virulencia de
E. histolytica.

La velocidad de fagocitosis es uno de los factores m&s impor
tantes en la virulencia de las cepas amibianas (Trissl y col,1978;:
Orozco y col. 1980). Para estudiar este evento, nosotros elegimos
dos clonas de E. histolytica la clona A fue aislada directamente
de HM1:IMSS y presenta virulencia y fagocitosis semejante a la de
la cepa silvestre, mientras que la clona L-6 fue seleccionada por
su deficiencia en fagocitosis y results ser deficiente en virulen
cia (Orozco, 1981). El estudio de los factores de virulencia de la
amiba, se habian realizado hasta la fecha con cepas amibianas que
no habian sido clonadas, (Trissl y col, 1977, 1978; Orozco y col.-
1980, Kobiler y Mirelman, 1980; Ravdin y Guerrant, 1981) el aisla-
miento a partir de la cepa HM1:IMSS de dos clonas con diferentes
fenotipos de virulencia y fagocitosis pone de manifiesto que las
cepas amibianas, aisladas directamente de pacientes y subcultivadas
por largo tiempo en el laboratorio, son heterogéneas. El1 hecho de
trabajar con cepas heterogéneas representa una limitacién en la
interpretacién de los estudios a nivel molecular. Por otra parte,
esta heterogeneidad podria explicar la variabilidad en cuanto a la
virulencia y otras propiedades de superficie que presentan las ce
pas de E. histolytica (Bos, 1975; Lushbaugh y col. 1278 y nuestras
observaciones no publicadas). Los resultados obtenidos utilizando
clonas amibianas podrfan ser de mayor confiabilidad y reproducibi-

lidad que los obtenidos con cepas heteragéneas en las gue eventual



mente algunas de las subpoblaciones pudiese predominar sobre el -~
resto rompiendo el egquilibrio lo que daria resultados diferentzz ,

dependiendo de las caracteristicas de la subpoblacibn predozirante.

2.~ Cuantificacién de la Virulencia.

Otra de las limitaciones en el estudio de la virulencia de la
amibd ha sido la falta de un sistema adecuado para medir cuantita-
tivamente la virulencia de las cepas. En este trabajo, se estable

ce la medicidn cuantitativa de la virulencia de las clonas A v L-6

50’
nido utilizando en bacterias desde hace varias décadas.

por determinacién de la DA en forma semejante a la que se ha ve

Se habia reportado que las clonas A y L-6 presentan virulen--
cia diferente medida por inoculacidn intrahepé&tica de h&msters re-
cién nacidos. En este trabajo se cuantificé esa diferencia y que-
da definido que la clona A es cuando menos 20 veces mis virulenta
que la clona L-6, ya que la DAg, fue de 1.75 x 10° mientras gue no
fue posible determinar con exactitud la DASO de la clona L-6 ya -

que los animales mueren debido a la obstruccién venosa por los tro

- : 6
fozoitos cuando se inoculan en dosis mayores a 3 x 10,

3.~ Eventos morfol6gicos en, la fagocitosis de eritrocitos por
E. histolytica.

La velocidad de fagocitosis de la clona A es mayor gue la de
la clona L-6 (Orozco, 1981) sin embargo la fagocitosis es un «=ven-
to muy complejo que involucra varios pasos como, la adhesién, el
posible movimiento de la particula adherida a la superficie de la

célula, hacia un punto determinado que podria ser el uroide (Chévez
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y col. 1872), la formacibn de seudépodos para englobar la particu-
la y la digestifén intracelular de la misma. En la mayoria de es--
tos eventos, participan tanto los receptores de superficie como -~

los elementos del citoesqueleto.

Es posible suponer, ague si cualaﬁiera de los eventos menciona
dos anteriormente no se realiza eficientemente, la velocidad de -
fogocitosis se ver& afectada. En baéé a estas consideraciones, se
disefio un m&todo sencillo basado en la dependencia de la temperatu
ra de algunos de los pasos senalados, para determinar cuidl de estos
pasos es el responsable de la baja eficiencia de fagocitosis presen
tado por la clona L-6. Los resultados obtenidos muestran que mien
tras la adhesidn es igualmente eficiente en las clonas A y L-6, el
movimiento de los eritrocitos en la superficie de la clona L-6 es
mds lento que en la clona A tanto a 37°C como a 22°C. La ventaja
de realizar los experimentos de formacibn ﬁe casquete de los eri--
trocitos sobre la superficie de la amiba, a 22°C es que la inges--
tién no se realiza a esta temperatura, lo gue nos permite separar

los eventos y estudiarlos con mayor precisibn.

El uso de las drogas del tipo de la Citocalasina B demostrd -
que esta droga inhibe la ingestifn de eritrocitos a 37°C pero cuan
do los trofozoitos se incubaron con Citocalasina B a 22°C el por--
centaje de amibas cen eritrocitos adheridos } formando casquete no
disminuye. (Cano, 1981) reporté que la Citocalasina B inhibe la a-
dhezifn de eritrocitos a los ir.fozofitos. Estos resultados y 1los
nuestros sugieren gue si bien hay disminucién en el nGmero de eri-
trocitos_adhe?idos en presencia de Citocalasina B, aquellos gue se

logran adherir presentan movimientos sobre la membrana de la amiba



para formar casguete semejante al que se observa en ausencia dce

Citocalasina B.

4.~ Adhesibn.

La adhesién especifica a la célula blanco parece ser un pre
rrequisito importante en el mecanismo de agresi6én de la amiba
(Knight, 1977; Orozco,1978). Sin embargo por los resultados discu
tidos anteriormente en los que la clona L-6 presentd una eficiencia
de adhesifn semejante a la de la clona A y por los resultados repor
tados por otros autores (Martinez-Palomo y col. 1980; Orozco y col.
1980) en los que Cepas amibianas de diferente virulencia y fagoci-
tosis presentan semejante eficiencia de adhesifén a diferentes tipos
de células blanco se puede concluir que si bien la adhesidn es uno
de los pasos, prcbablemente el primero de la fagocitosis y del me
canismo de agresién de la amiba, no es el qgue determina la veloci
dad de fagocitosis ni la virulencia de las cepas.

Para obtener mayor evidencia de gue la adhesién especifica es
un prerrequisito para que la fagocitosis se realice eficientemente
se eligieron glébulos rojos de diferentes especies de mamiferos pa
ra realizar estudios de adhesibn y fagocitosis, suponiendo gue lcs
eritrocitos de diferentes especies, presentan diferentes recepto
res en su superficie, por los cuales la amiba puede tener mayor o

menor afinidad.

Los resultados obtenidos en esta tesis muzsstran oile -

E. histolytica presenta diferente atraccién por eritrocitos de di-

ferentes especies. La adhesién a eritrocitos de diferentes es-

pecies fue m&s eficiente cuando se usaron eritrocitos de humarno
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y de himster, intermedia cuando se utilizaron eritrocites de cone-
jo y baja cuando se utilizarcn eritrocitos de cuyo y de rata. Las
clonas A y L-6 presentaron en general semejante eficiencia de adhe
si6én entre si. La velccidad ce fagocitosis de la clona 3 fue ma--
yor que la de la clona L-€ e¢n todos los casos probados, también -
fue dependiente de la espaecic y tanto para la clona A como para la
clona L-6 fue més eficiente también cuando las amibas se incubaron
con eritrocitos de humanc y de hamster, intermedia con eritrocitos
de conejo y baja cuando sc¢ cvtilizaron eritrocitos de cuvo y de ra-
ta, guardando una correlacién estrecha con la eficiencia de adhe--
sién. A partir de estos resultados se puede concluir gue una adhe
sibén eficiente es importante para una fagocitosis eficiente, sin
embargo si una clona es deficiente en otro de los aspectos de la
fagocitosis como el caso de la clona L-6, la ingestidn de particu
las se vera afectada por dicha deficiencia. Por otra parte, ° es
probable que el tamafio de las particulas a fagocitar intervenga -
en la velocidad con que éstos se puedan ingerir, por lo tanto pa-
ra descartar la posibilidad de gue los resultados obtenidos se de
biera m&s que a especificidad en adhesidén al tamafo de los eritro
citos, se midid el tamafio de los eritrocitos de las diferentes es
pecies usadas en este trabkajo. El difmetro de los eritrocitos de
las especies utilizadas no present6 diferencias significativas -

que pudieran explicar la diferente afinidad de la amiba por ellos.

5.- Hemaglutinacidn por extractos de E. histolvtica.

La actividad aglutinante de los extractos amibianos sobre los

eritrocitos de diferentes especies mostr® a excepcidén de los eri--
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trocitos humanos correlacién directa con la eficiencia de adhesibn.
Estos resultados sugieren gue algunos de los factores involucrados
en la adhesifn participan tambi&n en la hemaglutinacion. Por otra
parte las clonas A. y L-6 mostraron entre si semejante eficiencia

de adhesidn a los eritrocitos de cada una de las diferentes espe-
cies y también la actividad hemaglutinante de los extractos de las
clonas A y L-6 fue semejante entre sf para las diferentes especies
usadas, aunque varib de especie a especie como en el caso de 1la

adhesibn.

Estos_resultados apoyan la hipbtesis expuesta anteriormente
sobre la existencia de factores semejantes involucrados en la aglu
tinacidn y en la adhesifn. Un experimentc importante serfa utili
zar azlcares diferentes para determinar si 1la amiba se une a los
eritrocitos de diferentes especies por medio de receptores semejan
tes y si la diferente afinidad se debe al mayor o menor ndmers de
receptores expuestos en la superficie de los eritrocitos, o bien
si los receptores en cada especie, son diferentes y 1la amiba pre

senta mayor afinidad por cierto tipo de receptores.

6.—- Fagocitosis de levaduras Kluyveromices lactis cepa

silvestre y de su mutante deficiente en NAG en la pared
celular.

Anteriormente se discutid la existencia de factores semejan-
tes Involucrados en la aglutinacién de eritrocitos y la adhesibn -
de los mismos por las clonas A y L-6 de E. histolytica. Con obje-
to de obtener m&s informacién acerca del papel de la lectina amibia

na descrita por Kobiler y Mirelman (1980) en la adhesién y fagoci-
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tosis se estudio la fagocitosis en levaduras Kluveromices lactis

cepa silvestre y su nmutante deficiente en NAG en la pared celular.
Los resultados muestran que hubo una mayor eficiencia de fagocito-
sis por levaduras tipo silvestre en tanto que esta'fue menor para
las levaduras cepa mutante. Las diferencias se observan claramen-
te en los indices de fagocitosis obtenidos con levaduras Kluyvero-
mices lactis fijadas con glutaraldehfdo (2.5% en PBS). Estos ex-
perimentos son una prueba mis de la importancia del papel de la -~

lectina amibiana y su especificidad por receptores NAG.

7.- Fagocitosis de esferas de l&tex por E. histolytica.

El objeto de haber realizado estudios de fagocitosis con esfe
ras de latex fue con el fin de corroborar si la deficiencia en fa
gocitosis de la clona L-6 se presenta en la introduccién de las
particulas al citoplasma. Los resultados muestran que en esté ca
so también los trofozolitos de la clona A presentaron una mayor efi

ciencia de fagocitosis por esferas de l&tex en tanto aque la inges-

tién de particulas fue menor por la clona L-6.

En conclusién los resultados obtenidos de los experimentos de
fagocitosis de eritrocitos de diferentes especies, levaduras Kluy-

veromices lactis cepa silvestre y su mutante deficiente en NAG en

la pared celular y esferas de l&tex aportan evidencias fuertes de
que la adhesién del trofozofto a la cé&lula blanco, estd mediada
por receptores especificos ya que posiblemente dependiendo del ni
mero de receptores,como en el caso de las levaduras Xluvveromices
lactis y su mutante deficiente en NAG en la pared celular y de

la calidad de los mismos como en el caso de eritrocitos de diferen
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tes especies la adhesibn y la fagocitosis en E. histolytica serdn

més o mencs eficiente.

Por otra parte los estudios sobre los pascs en la fagocitosis
nos permite concluir gue por lo menos 3 eventos son claramente dis
tinguibles a nivel morfolbégico en la fagocitOSis de eritrocitos :
la adhesidn, el movimiento de los eritrocitos hacia un polo deter-
minado en la amiba, y la ingestibn. Se sugiere que si alguno de
estos pasos se limita,la eficiencia en el fendmeno de fagocitosis
es menor. Serd necesario realizar- estudios posteriores para deter
minar con mayor exactitud el papel de cada uno de estos tres even-

tos en la fagocitosis y en el mecanismo de agresidn de la amiba.
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APENDICE
Medio TYS-1-33 (1 litro)
Biosate 30 g
Dextrosa 10 g
Na Cl 2 g
K HyPO, 0.6 g
KZ HPO4 1.0 g
Cisteina 1.0 g
Ac. Ascbrbico o 0.Z g
Citrato férrico " 0.0236 g

Disolver los reactivos en 680 ml de agua bidestilada, ajustar
a pH 6.8 y aforar a 820 ml con agua bidestilada. (colocar el medio

en tubos de tapa de rosca, esterilrizar y refrigerar.)

PBS Solucibn amortiguadora de fosfatos pH 7.0
NaCl 8.0 g
KC1 0.2 g
Na2HP04 1.15 g
KH, PO, 0.2 g

Para un litro de agua bidestilada

S S Solucidn salina isotdnica 0.85%

Cloruro de Sodio 8.5 g

Para un litro 2e aguz destilada

Solucién de Alsever

Dextrosa 20.5 g



Citrato de Sodio . 8.0 g
Acido citrico .55 g
Cloruro de Sodio 4.2 g

Disolver en un litro de agua destilada pH

Medio YM-1 (1litro)

Extracto de levadura 5.0 g
Peptona 10.0 g
Acido Succinico 10.0 g
Hidrb6xido de Sodio 6.0 g
YNB 10 x 100 ml

Glucosa 50% 20 ml

6.

1
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