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RESUMEN

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES DE E. histolytica
CON ICR-170.

El1 objetivo general de este <trabajo fue obtener

mutantes de Entamoeba histolytica utilizando como agente

mutagénico al compuesto derivado de las acridinas ICR-170.
En estas mutantes se analizaron algunas caracteristicas y

propiedades biocldgicas que participan en la virulencia de

la amiba.

Las mutantes se obtuvieron a partir de la clona A cepa
HM1-IMSS (Fag+, Adh+, Ctp+, Tox+, Vir+), después de incubar
a los trofcozoitos de estas cepas con 20 ug/ml de ICR-170
durante 24 hs. Para comprobar el efecto mutagénico de este
compuesto sobre los trofozoitos, se analizd la aparicidn de

células resistentes a emetina (Hernd&ndez, 1985).

Las mutantes obtenidas a partir de la clona A cepa
HM1-IMSS seleccionadas por su deficiencia en fagocitosis-
mostraron deficiencia en varias de sus propiedades

bioldgicas relacionadas con la virulencia.

Las 12 clonas obtenidas fagocitaron menos de la mitad
de eritrocitos gue fagocitd la clona A. Todas las mutantes
obtenidas, mostraron una eficiencia de formacidén de colonia

menor que la de la clona parental, hasta en un 50%.



Por otro lado, se encontrd gque estas clonas fueron
deficientes en adhesidén, lo gue sugiere que tal vez existan
alteraciones a nivel de membrana en las clonas obtenidas
con el mutageno ICR-170, ya que otros autores han reportado
que la adhesidn no estd directamente relacionada con 1la
virulencia. Los trofozoitos de las 12 clonas deficientes en
fagocitosis obtenidas en esta tesis, fueron también
deficientes para destruir mbnocapas de células epiteliales

de cultivo.

Cuando se mididé la virulencia 32~giig_de estas c¢lonas
per inoculacién de trofozoites en himsteres jévenes, se
encontrd que estas mutantes también eran deficientes en
virulencia. Estos resultadoes indican gque existe una
relacidén directa entre la fagocitoasis, la virulencia y el

efecto citopdtico y la adhesidn.

Tres de las mutantes fueron déficientes en la capacidad
de los extractos para destruir monocapas de células en
cultivo. De acuerde a esto, se concluye gue el efecto
citotdxico és una caracteristica‘que puede sexr considerada
como factor de virulencia secundario, ya que su expresién
es necesaria para gque la agresividad del pardsito se

manifieste.



I. GENERALIDADES.

A) DEFINICION DE AMIBIASIS.

Entamoceba histolytica (Schaudinn, 1903), es el agente

causal de la amibiasis humana. Esta especie vive usualmente
como un comensal en el lumen del intestino grueso
provocando amibiasis lumenal, pero también invade la mucosa
intestinal, produciendo disenteria. Los trofozocitos pueden
diseminarse a través de la sangre, dando origen a lesiones
extraintestinales, particularmente en el higado y, con
menos frecuencia, en el pulmén, cerebro, piel, &rganos

genitales, bazo y rifiédn (Martinez-Palomo, 1982).

La amibiasis es transmitida de hombre -a hombre por
coprofagia, en regiones donde 1las condiciones sanitarias
inadecuadas junto c¢on la pobreza, la ignorancia y 1la
prevalecencia de cepas altamente virulentas de este
protozoario, se conjugan para mantener una alta incidencia
de amibiasis intestinal en nifios de todas las edades, 'y de
abscesos hepdticos en adultos, principalmente hombres

{Martinez—-Palome vy col., l1l980a).

Aunque la mayor incidencia de amibiasis se ha observado
en zonas tropicales, la amiba se considera como un pardsito
de tipo cosmopolita Y Se ha observado que existen
_ aproximadamente 500 millones de seres humanos infectados
con E. histolytica en el mundo, sin tomar en cuenta China
(Walsh, 1986). Se ha encontrado que los lugares que

presentan el mayor ntimero de casos de infeccidn producida



por este pardsito, se localizan principalmente en Asia,

Africa, América del Norte y Sudamérica.

Se ha calculado gue la amiba es la responsable de una
mortalidad anual de 75,000 personas, por lo gue este
protozoario ocupa el tercer lugar como agente causal de

mortandad por pardsitos, a escala global. (Tabla 1l).

En México la amibiasis puede causar de 10,000 a 30,000
muertes anualmente, siendo uno de los paises en el mundo en
el gque esta infeccidn se presenta con mayor incidencia, va
que la proporcién de la poblacién mexicana infectada por

este pardsito, alcanza un 25%.

Por 1lo tanto, la amibiasis constituye un problema
importante de parasitosis en el mundo Yy en especial en
México y, los estudios que se realicen para comprender la
;elacién huésped-pardsito y el conqcimiento de la biologia
molecular de este parasito, son fundamentales para el

control, curacidén y erradicacidén de esta parasitosis.

B) CLASIFICACION TAXONOMICA.

E. histolytica pertenece a la superclase Sarcodina, la
cual incluye protozoarios cuyas formas adultas poseen
prolongaciones ondulantes denominadas seuddpodos que parten
de su cuerpo, las cuales son utilizadas para capturar a sus
presas y como d&érganos de locomocidn. Los seuddpodos
lobopodios caracteristicos de las amibas sin cdpsula, son

grandes, con los extremos redondeados o© romos y estdn



TABLA 1

PREVALENCIA GLOBAL E INCIDENCIA DE LA AMIBIASIS

CONTINENTE No. DE INFEC- CASOS DE ENFER-~- MORTANDAD
CIONES (MILLONES) MEDAD (MILLONES) (MILES)

Norte y Sud- 90 10 10-30

américa

Asia 290 15-30 20-50

Africa 80 10 10-30

Europa 20 0 0

Total ’ 480 34-59 40-110

({Tomado de Walsh, 1986)



constituidos por ectoplasma y endoplasma bien definido.
La clasificacidn taxondémica de E. histolytica se

describe a continuacidn:

Phyllum ¢ Protozoa

Subphyllum : Sarcodina

Superclase :; Rhizopoda

Clase : Lobosea

Orden : Amoebidae

Familia : Entamoebidae

Género "s Entamoeba

‘ESpecie : Entamoeba histolytica
{Barnes, 1977).

C) CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Entamoeba histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica miden de 20 a 60 um

de didmetro y son la forma invasiva de este pardsito. Son

organismos muy actives gque emiten seuddpodos elongados y

polares, con movilidad direccional progresiva y monopdédica.

Su temperatura de crecimiento Sptimo es de 33 y 39°C,

requieren de un pH entre 6.0 a 6.5 y un medio complejo para

crecer, Los trofozoitos con frecuencia ingieren eritrocitos

y bacterias, ademds de células epiteliales y.substancias

particulares, como granos de almiddn. En estos organismos,

se diferencian claramente un ectoplasma y un endoplasma; el

primero es hialino y abundante y el segundo es finamente

granular y ligeramente vacuolado, ademds de gue contiene



glucdégeno y vacuolas digestivas. Sin embargo, 1los
trofozoitos carecen de reticulo endopldsmico, aparato de
golgi, mitocondrias y peroxisomas; tampoco se ha descrito

la presencia de tubulina o microtibulos en su citoplasma.

El nicleo mide de 3 a 5 um de didmetro y contiene una
cromatina periférica fina, la cual se agrupa en pequefios
grdnulos regulares, distribuidos bajo la membrana nuclear y
estd constituida bdsicamente por RNA (Albach y col., 1980),
mientras que el endosoma constituye el sitio de

condensacién del DNA.

El medio ambiente —normal de los trofozoitos de
E. histolytica, es esencialmente anaerdbico y requiere un
bajo potencial redox para tener un 6ptimo crecimiento de
cultivo. Sin embargo, las amibas son hdbiles para consumir
el oxigeno, a pesar de carecer de mitocondrias (Wittner,
1968} Montalvo, 1971; Weinbach y Diaﬁond, 1974{ ¥ pueden
crecer en una atmdésfera gque contiene més de un 5% de
oxfgeno. E. histolytica reguiere para su crecimiento de
carbohidratos especificos; glucosa o polimeros de ésta, que
pueden ser convertidos en glucosa, son esenciales
{Charoelap y col., 1978). La glucolisis de E. histolytica
difiere considerablemente de la de muchas células animales
eucaridticas en su sistema enzimdtico glicolitico, ademis
los citocromos de las mitocondrias y el ciclo del &acido
citrico no estdn presentes en la amiba. La glicolisis

amibiana tiene los mismos intermediarios que la via cl&sica



Embden-Meyerhof, pero posee ciertas enzimas glicoliticas
inusuales. Los pirofosfatos inorgdnicos, considerados como
producto final del metabolismo, son usados como fuente de
energia, aunque esta energia libre es menor que 1la
producida por el ATP. Otra fuente adicional de energia, la
constiéuye el glucdgeno, que es un componente conspicuoc del

‘"citoplasma de los trofozoitos (Sharman y col., 1970).

En condiciones inadecuadas para el crecimiento de los
trofozoitos, las cuales no han sido totalmente definidas,
éstos segregan una pared celular, constituyendo el quiste
que representa la fase ihfectiva del pardsito. E1 didmetro
promedio del quiste es de 12 um y, segin la madurez del
mismo, presentan de 1 a 4 niclecs con la misma morfologia
que la del ndcleo del trofozoito (Smith y col., 19279). Come
en otros miembros del orden amoebidae, los quistes jévenes
de §;_hiétolxtica contienen cuerpos cromatoides, los cuales

parecen ser masas de ribosomas (Svhla y Baker, 1961).

D} CICLO DE VIDA.

La forma infectiva de E, histolytica es el quiste b'a
puede vivir fuera del hospedero poOr semanas © meses y no es
destruido ni por el calor, ni por 1la sequia. Cuando el
quiste tetranucleado lleéa a ser ingerido y alcanza el'
tracto intestinal, la exquistacidén se lleva a cabo, y se
inicia un estado metaquistico, en donde el nicleoc se divide
para formar 8 nicleos. Poéteriormente, se presenta una

divisidén citopldsmica que da lugar a 8 trofozoitos



(Martinez—Paloﬁo, 1982). Los trofozoitos residen en el
intestino grueso, en donde se alimentan del contenido
intestinal y se reproducen por fisidn binaria. Al adherirse
a la mucosa producen ulceracidn y, si se presenta diarrea,
algunas amibas son expulsadas del tracto digestivo. Los
trofozoitos se dividen una o varias veces y después, bajo
condiciones apropiadas, que hasta 1la fecha no estan
determinadas con exactitud pero que pueden ser la presencia
de ciertos productos metabdlicos, algunas bacterias, el
exceso de crecimiento, la desecacidén, la variacidn en el
pPH vy la baja temperatura entre otros factores, hacen que el
trofozoito se diferencie en quis£e. De tal manera gue los
individuos infectados excretan mds de 45 millones del
quistes por dia (Barker y Swales, 1972). Posteriormente,
estos éuistes pueden ser ingeridos con el agua o con

alimentos contaminados. BAsi se inicia el ciclo nuevamente.

La amibiasis intestinal puede ocurrir de 2 formas:
a) Amibiasis aguda o disenteria amibiana, caracterizada
por una intensa diarrea, y
b} Amibiasis. crénica o latente, caracterizada por
disturbios intestinéles, dolores musculares, pérdida

de peso, etc.

Ademds, en determinadas circunstancias, la amiba puede
perforar el epitelio del intestino grueso, provocandc una
dlcera sangrante, a través de la cual la amiba puede llegar

al higado y a veces a otros drganos, produciendo en éstos



abscesos cuya ruptura puede ser mortal (Sleigh, 1979).

E) PATOGENICIDAD.

La patogenicidad ha sido descrita como la capacidad de
los microorganismos para producir enfermedades en huéspedes
animales o plantas. La virulencia en cambio, es la mayor o
menor capacidad de los microorganismos . para causar dafio.
Los productos micreobianos responsables de este proceso, son
conocidos como los determinantes de la virulencia, y muchos
de ellos son componentes de superficie (Smith, 1977). En

E. histeclytica la mayoria de estos factores se desconocen.

Algunos autores han encontrade que la virulencia de
las cepas amibianas, correlaciona con .algunas propiedades
bioldgicas de los trofozoitos y sus extractos. Esto se
ha logrado establecer tomando en cuenta la patogenicidad
relativamente estable de cultivos axénicos de E. histolytica
en los cuales se ha medido un nimero de propiedades, gque
han sido comparadas en cepas de diferente virulencia (Trissl
et. al. 1976, 1978; Martinez-Palomo et. al. 1980b; Orozco y

col., 1980) Tabla II.

Orozco y «col., (1980) y Ravdin y col., (1981), ﬂan
sugeridd que los trofozoitos patSgenos deben realizar.
cuando menos 3 pasos sucesivos para la manifestacidn de la
agresividad amibiana:

a) Adhesidén a la célula blanco.

b) Fagocitosis, y



TABLA 2

PROPIEDADES DE SUPERFICIE DE VARIAS CEPAS AMIBIANAS

PROPIEDAD ) PATOGENAS . NO PATOGENAS
BEfecto citopatico in vitro ++++ +
Grado de Eritrofagocitosis ++++ +
Aglutinacidén con Con A At -+
Unién de Con A a la superficie ++++ +
.Carga eléctrica de superficie o/ - +
Adhesidn a cultivos epiteliales 4+ ++
et

Velocidad de formacidén de casquete e+t

(Martinez-Palomo y col., 1980).
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c) Destruccidén de la célula (efecto citopatico).

Entre las propiedades amibianas que se ha sugerido
participan en la wvirulencia de los trofozoitos en el
hospedero, estdn: la adhesidn, la eritrofagocitosis (Trissl
y col., 1978, Orozéo y col., 1980; Martinez-Palomo Yy <col.,
1980b) yvla capacidad del trofozoito para destruir células
en cultivo (Lépez-Revilla y Said-Ferndndez, 1980; Orozco y
col., 1978, 1980). La adhesién de los trofozoitos de E.
histolytica a las células epiteliales, es el primer paso en
el proceso de la colonizaciédn y de invasidén de los tejidos
(Chevez y col., 1972; Orozco y col., 1980). Por lo tanto,
se considera un importante factor en la virulencia amibiana
y el evento inicial en la citolisis dependiente de contacto
(Jarumilinta Yy Kradolfer, 1964; Eaton y col., 1970; Knight y
col., 1975; Ravdin vy «col., 1980) y en la fagocitosis
(Trisél‘y col., 1978). La aglutinac¢idédn con lectinas del
tipo de la Concanavalina A, se ha reportado como ~exclusiva
de las cepas virulentas estudiadas hasta la fecha (Trissl Yy
col., 1976; Bos y Van de Griend 1978). Sin embargo, otros
autores mencionan que la aglutinacién con Con A no
correlaciona directamente con la virulencia de 1las cepas
amibianas (Orozco, 1981; Dominguez, 1985). Ademis, se ha
encontrado que la carga eléctrica de superficie vdria entre
las cepas patdégenas y no patdégenas; asi, las cepas virulengas
tienen una carga tan baja, qQue no puede ser medida, mientras
gue las no patdgenas exhiben una carga eléctrica negativa

{Trissl y col., 1977).
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II. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA VIRULENCIA DE E.

histolytica.

A) ADHESION DEL TROFOZOITO A LA CELULA HUESPED Y EL

PAPEL DE LAS LECTINAS.

La adhesidén, propiedad determinada por moléculas de la
superficie celular, es esencial para el reconocimiento
intercelular (Grenles, 1975), y es también un factor
importante de 1la wvirulencia de los microorganismos
patdgenos, porgue les permite:

a) establecerse
b) multiplicarse

c}) invadir los tejidos gue infectan.

Para explicar el mecanismo de la adhesién desde el
punto de vistav bioquimico, se requiere del conocimiento de
los componentes de la superficie del patdgeno, los cuales
son responsables de 1la adherenciar y ‘ademés del:
reconocimiento del receptor correspondiente en la célula

huésped (Smith y col., 1979).

Debido a que los carbohidratos presentes en
glicoproteinas Y glucolipidos son éonstituyentes
importantes de la mayoria de las superficies celulares,
incluyendo las de bacterias y de superficie mucosas, se
sospechaba la importancia de estas moléculas en 1la

adherencia amibiana desde hace mds de 20 afios.

Kobiler y Mirelman (1981) reportaron una actividad de
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lectina en los extractos totales de los trofozoitos de E.
histolytica. Esta actividad, medida como la capacidad de
los extractos amibianos para aglutinar gldbulos rojos
humanos, es inhibida por oligosacdridos de N- Acetil
glucosamina y aparentemente tiene un papel importante en la
unién del pardsito con 1la célula huésped. La molécula
responsable de la actividad de lectina amibiana estd
asociada a la membrana plasmdtica y es activa a pH 5.7-6.0,
es termolabil, pierde su actividad a 57°C después de dosg
horas de incubacidn, ﬁo es especifica de grupo sanguineo,
es inhibida por IgG y se encuentra en 'igual cantidad en
cepas amibianés de diferente virulencia. Ravdin y col.
(1981) reportaron otra actividad de lectina y demostraron
que la adherencia—amibiané a células de la linea de ovario
de. hdmster chino (CHO) y su posterior 1lisis, requiere de

receptores con afinidad por N-Acetil-galactosamina.

Garcia-Rivera y col., (1982), por medio ae expefiméhtos
en 1los que se utilizaron clénas deficientes en adhesidn a
eritrocitos humanos,rsugirieron que una lectina amibiana,
capaz de aglutinar a los eritrocitos, parece estar
implicada en la adhesién de los trofozoitos, tanto a los

eritrocitos como a células epiteliales en cultivo.

Entre las posibles funciones de las lectinas amibianas

en la patogénesis de E. histolytica, se pueden incluir la

adherencia a:

1) bacterias como provisién dJde alimento, asi como de



13

substancias bacterianas que incrementan la virulencia
(Bracha y Mirelman, 1984).

2) Al epitelio coldnico {como uno de los primeros eventos
en la colonizacidn e invasién). -

3) A leucocitos y eritrocitos humanos come parte de las
acciones agresivas del pardsito y en su alimentacidn.

4) E invasién a otrbs tejidos del hospedero tales como
higado, bazo, cerebro, etc., en el procesoc de invasidn
y extendimiento metastdsico dando como resultado final

la destruecidn tisular.

Es claro el papel que juega la adheésidn del trofozoito
a ‘la célula blanco, en la destruccién de esta dltima. E1
trofozoito hace su primer contacto con-la célula, poxr medio
dé las adhesinas émibianas. Este paso se considera como
el inicio de una cadena de eventos gque conduce a lisis
rdpida de la célula blanco (Ravdin y <¢ol., 1981). La
destrucecidn de 1a célula blanco por la amiba reguiere,
‘ademds, la participacién de los microfilamentos, como . .fue
puesto en evidencia por éxperimentos de inhibicidn del
efecto citopdtico. utilizando citocalasina A y B, (Ravdin y

Guerrant, 1981).

Todo lo anterior indica gue la adhesidn es fundamental
en la virulencia amibiana. Sin embargo._ Orozco y col.
(1982) encontraron gue cepas amibianas, de diferente
virulencia, mostraron una eficiencia de adhesidn, semejante

a epitelio intestinal de cobayo y a células epiteliales de
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la linea MDCK. Ademds, recientemente Rodriguez y}Orozco
(1986) demostraron que la adhesidén, Jjunto con la actividad
de toxina de los extractos amibianos pueden ser
considerados como factores de virulencia secundarios, vya
gque su expresidén es necesaria para que se manifieste la
virulencia, pero por si mismas no son suficientes para que

se ‘lleve a cabo la destruccidén celular por el pardsito.

B) FAGOCITOSIS.
Desde que- Losch describid la naturaleza hematdfaga de
E. histolytica la ingestién’ de eritrocitos humanos por
parte de los trofozoitos se le ha éelacionado con la
capacidad patégepa del microorganismo, Chdvez y Segura
(1974) y Trissl y col. (1978), al medir el grado de
eritrofagocitosis de cepas de E. histolytica patégenas y no
. patdégenas, encontraron gque “las patdgenas mostraron una
ingestidn dé eritrocitos superior a las cepas no patdgenas.
Orozco y col., (1980), al comparar el grado de fagocitosis
de 3 cepas de diferente virulencia, encontrarcn una
_rglacién.dixecta entre la cantidad de eritrocitos ingeridos
y la virulencia. También Orozco y col., (1983) mediante un
protocolo de seleccidn de amibas deficienteé en faéocitosis
aislaron -una clona que, ademds de ser deficiente en,
fagocitosis, era avirulenta. Ademds, encontraron que' la
velocidad de eritrofagocitosis de. las revértantes en
virulencia de esta clona, aumentd. Rodriguez y Orozco,
(1986), aislaron una serie de mutantes independientes

deficientes en fagocitosis y, los resultados que obtuvieron
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con estas mutantes, sugieren que la fagocitosis es un
factor de virulencia primario, pues todas las mutantes

obtenidas, fueron avirulentas.

La eficiencia de fagocitosis depende de varios factores
como: las condiciones de cultivo, fase de ciclo celular,
temperatura, acidez del medio, concentracién de calcio, y
la presencia de carbohidratos, entre otros. Todos estos
factores, determinan también la patogenicidad del pardsito.

{Orozco y col., 1985a).

E. histolytica presenta dos tipos de fagocitosis
fdcilmente distinguibles:

a) Especifica, 1la cual es mediada por receptores de
superficie no identificados totalmente, denominados
adhesinas, las gque participan en’ la adhesidn del
trofozoito a la célula blanco. La especificidad de la
fagocitosis, se demuestra por la diferente afinidad de
los trofozoitos para adherir e ingerir eritrocitos de

" varias especies de mamiferos y c¢lases de bacterias,
-como ha sidoirep6rtado por aigunos autoreé (Oiguin,
1984; Ravdin y Guerrant 1981; Bracha y c¢ol., 1982).

b) Inespecifica, es el mecanismo por el cual los
trofozoitos hacen contacto con particulas fagocitables
incluyendo ceélulas; puede ser un fendmeno fisico no
especifico, como claramente sucede con la ingestidén de
almiddén, esferas de latex, fierro, etc. Este mecanismo

estd probablemente mediado por fuerzas electrostdticas
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y receptores no especificos.

C) EFECTO CITOPATICO DE E. histolytica.

Para evaluar

el grado de virulencia in vitra de las

diferentes cepas amibianas, se han desarrollado sistemas en

los que se utilizan monocapas de células de mamifero en

cultivo, como MDCK, células de ovario de hémster chino b4

células de rifién de conejo, en las cuales se mide el grado

de destruceidn de la monocapa, después de la interaccidn
con las amibas. La velocidad gue los trofozoitos muestran

para destruir monocapas celulares, parece c¢orrelacionar

~ directamente con el grado de virulencia de las cepas {Orozco

y col., 1978; Ravdin y Guerrant, 1981; Bracha y Mirelman,

1984; Reodriguez y Orozco, 1986).

Orozco v col., (1980}, midieron el efecto citopdtice

de 3 cepas de diferente virulencia, utilizando la 1linea

celular MDCK. = Estas células constituyen un buen modelo

experimental, ya que presentan caracteristicas de

permeabilidad y transporte, muy semejante a las de los

epitelios de transporte debido a que los cultivos

confluentes de células MDCK forman una capa continua de

células, unidas por uniones celulares de +tipo hermético,

formando un epitelio bidimensional {(Orozco y col., 1978).

Los trofozoitos de E. histolytica destruyen la monocapa a

37°C y su destruccidén es dependiente de la virulencia de 1la

cepa amibiana, del nimero de trofozoitos, y del tiempo de

interaccidn de los trofozoitos con la monocapa (Qrozco y
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col., 1978).

Los trofozoitos provocan en la monocapa una reduccidn
de la resistencia eléctrica (Orozco y col., 1982;
Martinez-Palomo y col., 1985). Esta disminucidén " se debe a
la ruptura de las uniones entre las células vy al
ensanchamiento de los espacios intracelulares. El contacto
de los trofozoitos con la monocapa por un tiempo suficiente,
produce un redondeamiento de las células epiteliales,
seguido por un desprendimientoc de éstas, del sustrato en el
cual han sido cultivadas y, por dltimo, los trofozoitos los

fagocitan.

La accidén citopdtica de E. histolytica requiere de la
actividad de los trofozoitos vivos de cepas_patégenas y el
establecimiento de un contacto intimo con la célula blanco.
El dafio producido a células de mamifero por las amibas, se

- lleva a cabo a través de una combinacidn de medios mecdnicos
y biogquimicos. Estos \dltimos probablemente involucrén un#
toxina unida a la membrana amibiana que produce dafio
osmético en la membrana plasmiatica de la célula blanco o
bien la.liberacién de un producto citolitice que actﬁa a
distancias cortas. La lisis es seguida por la ingestidén de
la célula daflada por medio de la fagocitosis. Finalmente,
los componentes celulares fagocitados dentro de las vacuolas

fagociticas, son degradados {(Martinez-Palomo, 1982).

D) EFECTO CITOTOXICO.

Se ha demostrado consistentemente que los sonicados de



18

E. histolytica tienen componentes que son téxicos para
células epiteliales (Lushbaugh y col., 1979) y provocan
lisis de eritrocitos (Said-Ferndnde:z ) Lépez-Revilla,
1983). Lo que indica que en los extractos amibianos existe
una o mds moléculas con actividad tdxica y/o enzimdtica que

probablemente participan en la virulencia del trofozoito.

Lushbaugh y col. (1978) reportaron el efecto citotdxico
de 2 cepas de E. histolytica de diferente virulencia y
encontraron que se requeria una menor concentracidn de
proteina de los extractos de las cepas mds virulentas para
que se produjera la destruccidén de 1la .monocapa. Bos y
coi. (1980), demostraron gque la actividad de toxina estd
presente en una fracecidén que tiene un peso molecular de
35,000 a 45,000 daltones y que es estable en un pH de 4-10.
Esta molécula es degradable por tripsina y parece ser una
glicoproteina, ya que es capaz de unirse a Concanavalina A
(Con A) Mattern yvcol. (1986) encontraron gque el efecto
7citot6xico es blogueado por fetuina y por.
N—aéetil—éalactosamina, lo Qque sugiere que esta toxina
amibiana tiene propiedades del tipo de 1las iectinas

reportadas por Ravdin, (1986).

Las manifestaciones el efeéﬁo citotdxico de los
extractos amibianos son:
a) Rompimiento de uniones intercelulares,
b) Liberacién de células de la mondcapa, Y

c) La formacidn de burbujas en las membranas @de las
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células de la monocapa. Probablemente esto podria
relacionarse con la actividad de proteasas. Rodriguez
y Orozco, {1986), obtuvieron mutantes avirulentas,
cuyos extractos tienen "actividad citotdxica" similar
a la presente en la clona silvestre virulenta. A
partir de estos resultados, estos autores concluyeron
que el efecto citotdxico por si solo no es suficiente

para gque se exprese la virulencia amibiana.

E) EFICIENCIA DE FORMACION DE COLONIAS EN AGAR
SEMISOLIDO.

Gillin y Diamond (1978) reportaron que la capacidad de
los trofozoitos para crecer en agar semisélido se relaciona
con la virulencia de las}cepas amibianas, ya gque encontraron'
que las cepas virulentas son capaces de formar colonias en
agar semisdlido, mientras que las cepas consideradas
aviruléntas forman muy pocas colonias en el agar. Ademds,
Orozco y col., (1982) . encontraron gque la clona L-G}
deficiente en fagocitosis y en virulencia, presentaba
deficiencia para formar colonias en agar semisdélido. Sin
embargo, revertantes en virulencia de esta clona no
recobraron la capacidad de crecer en agar'semiséiiao (Orozco
y col., 1983) .Ademds, Sudrez (1983) aisld clonas deficientes
en fagocitosis y virulencia, las cuales fueron capaces de
crecer en agar semisdélido,aunque la eficiencia de formacidn
de colonias de la cepa silvestre (BMl:IMSS) fue mayor que

la de las subpoblaciones deficientes en fagocitosis. Por lo
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cual, no se puede afirmar que 1la disminucidén en la
eficiencia de formacidén de colonias en agar semisdlido esté

relacionada con la wvirulencia.
IXII. MUTAGENESIS.

A) IMPORTANCIA DEL USO DE LAS MUTANTES PARA ESTUDIAR
FENOMENOS BIOLOGICOS.

Hasta hace poco tiempo, los estudios en parasitos
eéfuvieron enfocados, principalmente, a descripciones
moffolégicas y ecoldgicas. Sin embargo, en algunos
proﬁozoarios se han realizado ya estudios desde el punto de

vista genético, principalmente en malaria y coccidia. Por

ejemplo, en Eimeria y Toxqplasma selha demostrado que puede
ocurrir recombinacién génica mediante el uso de marcadores
genéticos de resistencia a drogas (Joyner y Norton, 1975;
Pfefferkor y Pfefferkor, 1980). En Trypanosoma, se han
utilizado técnicas de genética molecular, con las cuales se
han identificado antigenos de superficie (Hoeijmakers vy
col., 1986) de este modo tanto la genética convencional como
la molecular, han aportado informacidn importante acerca de

la biologia basica del pardsito.

La obtencidn de mutantes deficientes en caracteristicas
involucradas en la virulencia, constituyen una herramienta
realmente importante para dilucidar el papel que Jjuegan las
diferentes propiedades en la patogenicidad y virulencia del

pardsito, ya que el conocimiento de los productos y factores
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que controlan su expresidén genética pueden ayudar a entender

el mecanismo molecular de la expresidén de la virulencia en

E. histoiytica, mediante la caracterizacidén bioguimica de

las mutances.

BEn los estudios de genética de células eucaridticas,
unc de los tipos de mutantes mas utilizadas, son los de

protozoarios resistentes a drogas. Para aislar mutantes

resistentes a drogas, se siguen 2 protocolos de seleccidn:

1) En donde se aislan mutantes resistentes a drogas por

. una continua seleccidn a concentraciones crecientes

del compuesto, €ste produce mutaciones en varios genes
la suma de las cuales confiere el fenotipo final.

2) Otro donde las mutantes se aislan en un solo paso,

eliminando de esta forma la posibilidad de 'que

aparezcan células resistentes por adaptacidn.

Las mutaciones espontdneas ocurren tanto en células
,;aqimg;es como en vegetales. Sin embargo, la frecuencia de
mutacién esponténéé es baja y se ha - estimado gque es del
orden de lxlo6 divisiones celulares (Lenhinger, 1982).;Esta -

frecuencia puede ser incrementada por el uso de agentes

mutagénicos, los cuales afectan al DNA vya sea directa o

indirectamente y actian aparentemente de una manera
indiscriminada a lo largo de la molécula de DNA, por lo que
estos agentes son utilizados para la obtencidén de dichas

mutantes..
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B} MUTACION

El genoma no es de modo alguno una estructura inerte
que almacena la informacidn genética de modo estdtico, sino
gue constantemente estd experimentande diversos cambios.
Algunas de estas modificaciones son ac¢cidentales y se
reparan con facilidad; por ejemplo, durante la replicacidn
del DNA pueden producirse rupturas gque son restauradas por
la accién de la DNA polimerasa I y de la DNA ligasa.
Andlogamente, la insercidén de un nucledtido erréneo, incapaz
de_formar un par de bases adecuado, puede ser co;regido por

eliminacidén y sustitucidn, gracias a la actividad de prueba

de lectura de la DNA polimerasa.

Se ha observado que 1la frecuencia de mutacién se
incrementa enormemente cuando son utilizados ciertos agentes
fisicos como la luz UV, rayos X etc. o quimicos como agentes
alquilantes, acridinas, BRAU, etc. los cuales al interactuar
con el DNA, = producen dafio gue . no es. reparado por -los
mecanismos celulares, dando lugar a mutaciones‘permanenteévyi

heredables (Lenhinger, 1982).

El tipo de mutantes producido por estos agentes, son de

2 tipos:

1) Mutantes debidas a substitucidn de bases, en las cuales
una base es cambiada por otra, pero el nimero total de
bases es el mismo (mutaciones puntuales). Dentro de
estas, se encuentran las transversiones, &n las cuales

una pirimidina es reemplazada por una purina o
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viceversa Yy las transiciones, en las cuales una
pirimidina es reemplazada por otra pirimidina o una
purina es reemplazada por otra purina.

2) Mutantes con alteracidén en el marco de lectura, debido
a que una o un pequefio nimeroc de bases son afadidas al

mensaje o substraidas de éste (Crick, 1966),

C) MUTAGENESIS QUIMICA.

Un mutageno puede ser definido como una substancia o
mezcla de substancias gue inducen cambios heredables en el
material genético. La potencialidad del mutagenc quimico se
da en funcidn de varios factores:

1) La absorcién, metabolismo y la excrecidn de 1la
substancié quimica administrada.

2) El transporte del quimico o de sus metabolitos a través
de la membrana de la célula blanco.

3) L.a interaccién del agente quimico, o una forma activada

"de "éste con el DNA para formar una lesidén premutacional

4) La fijacién de la lesidn como una alteracidn estable en
el DNA, la cual no es modificada por 1los procesos de

replicacidn o de reparacidn (Valcovic, 1979).

Existen muchos agentes quimicos que producen efectos
mutagénicos; sin embargo, su accidn quimica y su

potencialidad al interactuar con el DNA, varia.

Se pueden distinguir agentes que actidan solamente



24

durante la replicacién del DNA, como son los agentes
intercalantes o andlogos de bases. Otros gue alteran el DNA
cuando no se estd replicando, tales como los agentes

alguilantes y los que producen radicales libres.

Entre los agentes mutagénicos que favorecen la
incorporacidén de bases andlogas en el DNA, estdn:
L.os uracilos halogenados, tales como el 5-Bromouracilo (BU)},
Clorouracilo y 5-Iodouracilo, los cuales pueden ser
incorporados dentro del DNA en lugar de la timidina. La BU,
puede inducir cambios de pares de bases durante la
replicacién del DNA y, solo ocasionaimente, la BU es

incorporada en el DNA en lugar de la citosina.

La 2 aminopterina también es incorporada dentro del DNA

de ciertos drganismos (fago T-4 v E. coli), este compuesto
induce transiciones de pares de bases .similares a las

producidas por BU y su efecto mutagénico, se realiza

solament2 durante la replicacidn.

El dcido nitroso es un compuesto que produce mutacibneé
en las 4 bases (Tessman y co., 1964). Sin embargo,_su accidn
_sobre Timidina (T) es minima y produce la deaminaciﬁn de la
citosina a uracilo (U) y de.adenina (A} a hipoxantina,de tal
forma gue da lugar a transiciones, en ambas direcciones

(Michelson y Monny, 1966).

La hidroxilamina, es un mutageno <que actia solamente a

pH 6-7 y exclusivamente sobre citosina (C) produciendo
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transiciones de C a T (Schuster, 1961) por lo que se dice

que este compuesto tiene una accidn especifica.

La hidrazina (H2Z) rompe los anillos de pirimidina ¥y
causa la eliminacidn de este tipo de bases. Su efecto es
mds eficiente en un pH cercano a 8.5. Este compuesto induce

en bajas frecuencias de mutaciones en las bacterias.

Entre los agentes alquilantes mds utilizados se
encuentrans: pimetil sulfato (DMS), etil metanc sulfonato
(EMS), etil etano sulfdnato (EES); sulfuro y nitrdgeno
mostaza, etilenimina (EI), epdxido (Ep) y B-propiolactone

(Bp).

Probablemente todos los agentes capaces de alquilar al
DNA tienen alglin efecto mutagénico. Muchos de ellos han sido

probados en muchos sistemas tales como el maiz, Drosophila y

Neurospora. Estos agentes inducen mutaciones puntuales,
principalmente transiciones, rupturas y mutaciones en

cromosomas. Asi por ejemplo el etil metano sﬁifonato-(EMS);
es un simple agente alquilante y se conoce gue produce
mutaciones sin sentido con transiciones predominantemente de
GC a AT. Rodriguez. ¥y Orozco (1986) obtuvieron por
mutagénesis quimica con etil metano sulfonato, mutantes de
E. histolytica con deficiencia en propiedades bioldgicas en
la agresividad amibiana. Aislaron 10 clonas deficientes en
fagocitosis; sin embargo, debido . a que este mutageno solo

produce mutaciones puntuales en el DNA, la frecuencia de
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reversidn que tienen estas clonas es alta, por lo que existe
la necesidad de obtener otro tipo de mutantes de
E. histolytica, cuya alteracidén o dafio en el DNA sea dificil
de reparar y lograr asi «clonas deficientes en Qirulencia

que sean estables,

Los compuestos derivados de acridinas (ICR) h&n mostrado
ser agentes mutagénicos eficientes, debido a que - esta
molécula es plana y su estructura tiene cierta semejanza con
una base purinica, lo cual le permite insertarse en el DNA
produciendo principalmente mutaciones de corrimiento, en el’

marco de lectura (Fig. 1}.

D) MOSTAZA NITROGENADA (ACRIDINAS).

Las acridinas fueron uﬁilizadas en un principio como
colorantes vitales. Esta técnica, introducida en 1940, fue
‘utilizada primordialmente para distinguir entre éélulas

vivas y muertas.

Sin. embargo, Krieg (1954), encontrd una nueva e
importante propiedad de las acridihas, ya que el naranja de
acridina tifie preferencialmente al DNA de verdevfluorescente
Yy al RNA de color rojo fluorescente. Mds tarde, ' Appel y
Zanker (1962), encontraren que esta acridina tiene 1la
capacidad de poder combinarse con el DNA, 1lo cual le

confiere a este compuesto un potencial mutagénico.

Lerman, (1961}, propuso la siguiente hipdtesis para

explicar la forma en gque la acridina se une al DNA:
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ACRIDINA
. R ' .
~OCH  ICR-191  NH(CH,)4NHCH, CH,CL
CO/\j | ICR-ITO  NH(CH,) 5MN(C,H5) CH,CH,CL
N (R)CADENA LATERAL
NUCLEO

ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS DERIVADOS DE ACRIDINA (ICR)
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Suponiendo que un desenrollamiento local de 1la doble hélice
puede proporcionar espacios de una profundidad apropiada
para que la molécula de acridina quede 1intercalada a los
lados, de tal manera que la hélice del DNA se extienda, sin
ningin rompimiento de los puentes de hidrdgeno. Asi 1la
acridina queda encerrada en el DNA. Este DNA puede diferir
del DNA nafivo en varias propiedades medidas en solucidn:

a) La longitud de la molécula se incrementa en proporecidn
a la cantidad de acridina unida.

b) La extensibilidad de la hélice, la cual le permite que
se lleven a cabo enrollamientos irregulares de la
molécula de DNA en solucidén puede ser disminuido.

c) La viscosidad intrinseca de la molécula se incrementa

asi como el coeficiente de sedimentacidn.

E) DERIVADOS DE ACRIDINAS COﬁO MUTAGENOS.

Se considera que la actividad mutag;nica ¥y carcinogénica
de los compuestos heterocieclicos tipe mostaza, denominados
ICR 'se debe en parte a su estructura  heterociclica, en  la
que por lo menos se requieren 3 anillos lineales o una
estructura angular, semejantes a las gque presentan las
acridinas o fenantridina. Ademds, es importante la longitud
del lado amincalguilante de la cadena y el tipo de amina

hacia los cuales el grupo 2-cloroetil estd unido (Creech y

col., 1972).

El efecto mutagénico de los compuestos ICR .se debe a

que al intercalarse en el DNA proveocan un mal apareamiento
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de bases durante la replicacidén o reparacién, lo cual
conduce a errores de adicidén o delecidén de una o mAs bases
(Ames, 1966; Drake, 1970). Estos mutagenos alteran el marco
de lectura por la adicidn o delecidn de una sola base. Esta
es la caracteristica que distingue a estos compuestos de los
mutagencs gue causan substituciones de pares de bases. Su
actividad mutadgénica depende tanto de la parte heterociclica
de la molécula de ICR que se intercala dentro del &cido
nucléico como del Unico grupo 2-cloroetil gue posee esta
molécula y que reacciona quimicamente con el DNA para formar

un enlace covalente. (Fig. 2).

Estos compuestos han sido ampliamente usados en
mutagénesis de bacterias, por su capacidad para adicionar o
deletar pares de bases. Entre los dérivados de acridina mas
usados, se encuentra el ICR-151 y 170. Ambos . contienen el
mismo ndcleo heterociclico, pero tienen una - pequefia
diferencia en las cadenas laterales. ICR-191, es una amina
secundaria e ICR~170 es una amina terciaria; esta dGltima, es
ademds de 3 a 5 veces mis mutagénica gue la anterior. Su
actividaa mutagénica depende ﬁés de. su cadena 1apefél éue
del nicleo de la acridina, ya gue este anillo proporciona un
eficiente transportador de la parte alguilante de

la molécula hacia el ntGcleo de la célula (0'Neill y col.,

1978).
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PLANTEAMIENTO.

La obtencidén de mutantes deficientes en propiedades
bioldgicas relacionadas con la virulencia de E. histolxtica
constituyen una herramienta bioldgica importante, para el
estudio de este fendmeno, ya que mediante estas mutantes, ée
podria llegar a establecer el papel que juega cada una de
ellas, en la agresividad del pardsito. Ademds, es posible
utilizar estas mutantes como controles genéticos altamente
especificos, para conocer 1los factores moleculares .que

intervienen en la manifestacidn de cada una de las

propiedades biocldgicas relacionadas con la virulencia,

En este laboratorio, Orozco b Rodriguez (1986)
obtuvieron mutantes deficientes en fagocitosis, utilizando
como agente mutagénico al etilimetano sulfonato (EMS)} Sin
embargo, se ha hecho necesario obtener un mayor nimero de
mutantes gue sean mas estables que las aisladas con EMS. Las
mutaciones puntuales producidas por el etil metanoc sulfonato
producen-generalmente proteinas alteradas, maAs gque ausencia
de é&stas, debido a que son substituciones, por lo que si las
mutantes se quieren utilizar como herramientas biolégicas
para localizar proteinas funcionales, es ‘mas conveniente
oﬁtener mutantes con deleciones o adiciones, las cuales
puedan provocar la ausencia de la proteina; esto seria de

gran utilidad en el estudio de la virulencia amibiana.

Una manera de obtener este tipo de mutantes consiste en
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utilizar agentes mutagénicos, tales como los derivados de
Acridinas ICR-170, los c¢uales pueden insertar o deletar
pares de bases, generando de esta forma mutaciones c¢on

corrimiento en el marco de lectura.

Con este fin se mutagenizd a la Clona A (C-3) Fag+,
Adh+, Ctp+, Tox+, vir+) éon el compuestoe ICR-170. La
seleccién de las mutantes deficientes en fagocitosis (Fag )
se realizé de acuerdo a 1la técnica descrita por Clarke

(1978) y por Orozco y col., (1983). La técnica consiste en
alimentar a los trofozoitos de la clona parental con
bacterias de E. coli cepa CR-34 Thy , en las cuales la
Timidina se ha substituido por BUAR, de tal manera que los
trofozoitos incorporan en su DNA el BUdR.acarreadc por las
bacterias. Posteriormente, los trofozeoitos se irradian con
lbngitud de onda menor de 310 nm, lo que produce la rﬁptupa
en el DNA en los lugares en donde se incorpora la BUdR..Lag
amibas que ingieren suficiente cantidad de bacterias con
BUdR, mueren en el momento de la replicacidén; mientras que
'aéuellos trofozoitos que no ingiriéron suficiente cantidad
de bacterias-BUdR sobreviven al tratamiento.Los trofozoitos
sobrevivientes a la seleccidén, se clonan en agar sémisélido
para obtener poblaciones homogéneas, y las clonas se pueden
caracterizar en las propiedades relacionadas con la
virulencia del pardsito, como son: eritrofagocitosis,
adhesidn, actividad de toxina de los extractos amibianos,
efecto citopdtico sobre células epiteliales en cultivo, ¥y

virulencia in vivo.
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OBJETIVOS.
%

El objetivo general de esta tesis fue: Obtener mutantes
de E. histolytica, utilizande como agente mutagénico al
compuesto ICR-170, para estudiar en estas mutantes, algunas
de las caracteristicas y propiedades biocldgicas involucradas
en la -virulencia de este pardsito para lo cual se realizard

lo siguiente:

- Establecer 1las condiciones adecuadas de tiempo, de
interaccidn y concentracidn del compuesto ICR-170 para

inducir mutaciones en la clona A.

- Obtener mutantes de E. histolytica, con probable (s)
alteracidn (es), o alteraciones en el marco de lectura
de tal manera que estas mutantes sean- estables

e irreversibles.

- Analizar en estas mutantes, algunas caracteristicas y
propiedades bioldgicas, tales como la fagocitosis,
adhesidn, efecto citopatico y citotdxico y la
virulencia, y ver su relacién con la agresividad del

pardsito.
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MATERIALES Y METODOS.

A) Cultivo de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de la clona A, asi como los de 1las
mutantes obtenidas en el presente trabajo se cultivaron
axénicamente a 37°C en medio TYS-I-33 (Diamond et al, 1978)
en tubos de 16 X 125 mm con tapas de rosca suplementado con:
13% de suero de bovino el cual fue previamente inacgivado a
56°C durante Bﬁ minutos en un bafio de agua, 3% de la mezcla
de vitaminas de Diamond (North American Biologicals, '
U.s.a.), 0.25 UI/ml de penicilina y 35 ug/ml de
estreptomicina. Una vez que los tubos con los trofozoitos
alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento, se incubaron
en un bafio de agua-hielo durante 5 a 10 minutos, para
despegar las células de las pafedes del tubo, se agitaron
suavemente y el indculo deseado se sembré en tubos que
contenién 10 ml de medio TYI-S=33 mds 2 ml de la mezcla de

suero y vitaminas,

B) Cultivo de células de la linea MDCK.

Las células de la linea celular MDCK, se cultivaron en
medio de Eagle (1959), suplementado con 10% de suero de
ternera (Gibco, U.S.A.) y antibidticos penicilina 100 UI/ml
Yy estreptomicina 100 ug/ml. Las células se sembraron a
altas densidades en placas de cultivo de 24 pozos {(Corning).
Se incubaron a 37°C en una atmésfera de co, vy aire (5:95) y
se utilizaron para los ensayos de efecto citopé;ico Yy
citotéxico, entre 3 y 5 dias después de la siembra, ' cuando

las monocapas presentaron confluencia.
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C) Curva de crecimiento (Dosis respuesta).

Para determinar la dosis mds adecuada del agente
quimico mutagénico ICR-170 (Polysciences, Inc.) sobre los
trofozoitos de E. histolytica, el crecimiento de 1los
cultivos se midid en presencia de este compuesto. E1
mutageno se prepard en una solﬁciéﬁ de HCl al 0.01N
(2.5 mg/ml), la cual se mantuvo protegida de" - la luz y a
-4°C. La solucién con el mutageno se esterilizd por
ultrafiltracién (filtro Millipore 0.22um) y se afiadidé a los
cultivos en condiciones estériles. Las concentraciones
utilizadas, fueron 10, 15, 20 y 25 ug/ml y el nimero de

trofozoitos viables se determinéd a las 24 y 36 hrs.

D) Mutagénesis.

Para la mutagénesis se utilizaron trofozoitos de 'la
C-A, las cuales se cultivaron en botellas desechables de 25
cm2 (Falcon U.S.A.), con 25 ml de medio TYI-S-33, hasta que
la poblacidn alcanzd una densidad de ax10° células/caja. En
ese momento, se le agregd a cada caja 20 ug/ml de ICR-170 y
las cajas se guardaron a 37°C, protegidas de la luz durante
24 h. Al término de este tiempo, las cajas se pusieron a
enfriar en agua-hielo durante 5 a 10 min y los trofozoitos
se pasaron a tubos ednicos de 50 ml para centrifugar la
suspensidn celular a 360 X g durante 5 min. Una vez hecho
esto, el sobrenadante se decantd, eliminando de esta manera
el medio con el mutageno. Las células sobrevivientes se

incubaron de 24 a 48 h con medio TYI-S5-33 a 37°C para
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permitir la recuperacidén y segregacién de las células.

E) Obtencidn de mutantes resistentes a emetina.

Una vez que los trofozoitos que estuvieron en contacto
con el mutageno se dividieron al menos una vez en medio
.fresco, para permitir la segregacidn de la mutacidn, se
procedid a seleccionar a aquellos que fueron resisﬁentes a
emetina (Emt). Para esto se inocularon 10,000 células/tubo
con 12 ml de medio y se agregaron diferentes concentraciohes
de Emt. (6, 8, 10 y 12 ug/ml). Después de esto, los
trofozoitos gue guedaron en el tubé Y cuando alcanzaron la
fase exponencial de crecimiento, se transfirieron a medio
semisélido, el cual contenia 6 ug/ml de Emt, para
seleccionar a las células resistentes a este compuesto. Las
‘colonias que crecieron en presencia e la emetina se
subcultivaron en medio liguide sin la droga, por varias
géneraciones y se probhd nuevamente su resistencia a dosis
letales de Emt, tanto para la cepa silvestre como para las

células mutagenizadas.

F) . Aislamiento de trofozoitos deficientes en fagocitosis
(FAG-).
Para la seleccidn de los trofozoitos deficientes en
fagocitosis, se utilizd la técnica descrita: por Clarke paré

Dictyostelium discoideum (1970) y por Orozcoc y col. (1983)

rara E. histolytica, en la cual bacterias Escherichia coli

cepa CR-34 Thy- se crecieron en medio suplementado con

5-~-Bromo-2~desoxiuridina (BUdR) (sigma Chemical, U.S.A.) y
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posteriormente se alimenté a 1los trofozoitos con ellas
durante 3 h. Las amibas que ingirieron suficiente cantidad
de bacterias e incorporaron BUdAR en su genoma, Y él
irradiarse con luz de longitud de onda de 310 nm el DNA
amibiano se rompe en los sitios de la incorporacidn, los
trofozoitos que ingirieron una gran cantidad de bacterias
nurieron al momento de replicarse, sobreviviendo sélaménte

los trofozoitos deficientes en fagocitosis.

Cultivo de Bacterias.

Para preparar las bacterias para 1los experimentos de
seleccidn, las bacterias E. coli cepa CR-34 Thy- se
sembraron en cajas con medio Luria. Estas se incubaren por
24 h, a 37°C. Después, se aislaron una o dos colonias para
sembfarse en un ﬁubo que contenia medio 56/2c¢ complementado
con 0.5 de glucosa al 5%, 5% de casaminodcidos libres de
vitaminas (Difco, USA), lug/ml de tiamina (Sigma Chemical)
Yy 50 vg/ml de timidina (Sigma Chemical). El crecimiento de
"1as bacterias se efectud a 37°C en agitacidn. durante. toda
la noche. Los cultivos bacterianos en fase exponencial
incubados con timidina, se lavaron 3 veces con medio 56/2
para eliminar 1los restos de timidina soluble. De la
suspensidén anterior, se inocularon 0.5 ml en medio 56/2, ?“
el cual la timidina se sustituydé con 50 ug/ml-de BUdR. Una
vez que' los cultivos llegaron a 1la fase exponencial de
crecimiento, las bacterias se levaron 3 veces con medio
56/2, y se ajustaron a 30 Unidades Klett (1 X 108cel/ml) con

Medio Minimo (MM) (Gillin vy Diamond 1980).
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Interaccidn trofozoito-bacteria.

Los tubos con trofozoitos previamente mutagenizados se
colocaron en agua-hielo durante 5 min., para despegar a los
trofozoitos de las paredes del tubo, se centrifugaron a 360
X g durante 5 min y se lavaron una vez con MM (Gillin y
Diamond, 1980). Posteriormente, 0.5 ml de la suspensidn
de trofozoitos, se colocaron en un tubo estéril al-cual se
le afiadidé 0.5 ml de la suspensidn de bacterias.lLas mezclas
eelulares se dejaron interaccionar durante 3 h, procurando
agitar los tubos cada 20 min. Una vez transcurrido este
£iempo, las mezclas celulares se lavaron una vez con el MM
de Gillin vy Diamond (1980) con antibidticos (1 ml de
estreptomicinaAloo mg/ml y penicilina 100 UI por cada 100
ml de MM.) para eliminar a las bacterias no ingeridas. El
botén cobtenido, se sembré en tubos con medio TYI-S-33, que
contenia 0.5 ml de estreptomicina 'y penicilina. .Los
trofozoitos que estuvieron en contacto con las bacterias
se incubaron a 37°C  durante 24 hrs, para permitirA la
'répiiCaCién de las amibas y la inqorporacién de la BUAR en

su genoma.

G) Irradiacidén de los trofozoitos que estuvieron en

contacto con Bacterias-BUdR.

Después de la incubacidn por 24 hs, los trofozoitos se
centrifugaron a 360 X g, se lavaron 2 veces con MM y se
ajuastaron a una concentracidén de 0.5 X 106 trofozoitos/ml

de MM; un ml de esta suspensidén, se pasd a cajas de petri
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de 35 mm de didmetro (Lux Miles Laboratories, U.S.A.). Las
tapas de las cajas de petri, se invirtieron y se llenaron
con una solucidn de timidina (1 mg/ml), la cual actud como
filtro protector para absorber la luz de 1longitud d~ onda
menor de 310 nm y evitar el dafio a las células; después de
esto, las cajas se colocaron sobre hielo y bajo una lampara
de luz ultravioleta aproximadamente a 10 cm. de distancia
con el filtro de timidina interpuesto y en agitacidén suave
durante 2 hs; una vez transcurrido este tiempo, los
trofozoitos fueron sembrados en tubos con mgdio TYI-S-33
complementadoe con antibiéticos (0.5 ml de penicilina y
estreptomicina)l. Los trofozoitos sobrevivientes a la -
irradiacidn, se contarxon cada 24 hs c¢on la ayuda de un
hematimetro, hasta gue alcanzaron la fase logaritmica de

crecimiento. El1 protocolo completo se repitié 2 veces mis.

H) Clonacidn.

Los trofozoitos sobrevivientes a los tres protocolos
de seleccidén Yy gque alcanzaron la fase logaritmica de
crecimiéﬁtb ﬁespﬁés del tércéf tratamiento, serpuSieron en’’
agua-hielo durante 5 min y se centrifugaron a 360 X g
durante 5 min y después se ajustaron a 100 o 200
trofozoitos/ml deseado. Por otro lado, en cajas de cultivo
de plastico (Falcon, U.S.A.), se colocaron 31 ml de medio
TYI-S~33 y se dejaron incubando a 37°C durante 60 min. Una
vez realizado esto, a cada caja se le agregaron 3.3 ml de

agar preparado al 5% (peso/peso) en TYI-S-33 vy sin suero,
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para tener una concentracién final d&e agar de 0.58% de
acuerdo a la técnica descrita por Gillin y Diamond (1978).
Las cajas se agitaron vigorosamente para homogenizar el
agar y a cada una de las cajas se inocularon de 100 a 200
trofozoitos. Las cajas se agitaron suavemente para que las
células se distribuyeran homogéneamente en el agar. Las
cajas se colocaron en agua-hielo a 4°C, en donde se
mantuvieron hasta gque solidificd el agar y, por tltimo, se
incubarcn a 37°C por 4 a 7 dias, hasta Que las colonias

fueron aparentes a simple vista.

La eficiencia de formacién de colonias (EFC) para cada
clona y cepa, se determind como el nimero de colonias
aparecidas, dividide entre el nuimero de trofozoitos

agregados a cada botella y multiplicado por 100.

Algunas de las colonias gue creciexorn en este medio,
fueron extraidas del agar, utilizando pipetas pasteur
estériles y se colocaron en tubos que contenian TYS-I-33
liguido. '

I) Obtencidén de eritrocitos humanos.

Los eritrocitos humanos se obtuvieron por puncidén
venosa, utilizando una jeringa de 5 ml, la cual contenia
solucidén de Alsever como anticoagulante (100  ul/mli de
sangre). La muestra de sangre se pasd a un tubo de tapa de
rosca de 16 X 125 mm y se centrifugd a 1000 X g durante 10

min para eliminar otros elementos sanguineos de los
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eritrocitos, los cuales se lavaron 3 veces con sclucidn de
Alsever por centrifugacién a 1000 X g durante 10 min y
después se ajustaron a 1 X 108 eritrocitos/ml en medio
TYS-I-33 sin suero. Para todas las pruebas de fagocitosis y
adhesidén, se utilizaron eritrocitos de no mas de 5 dias de

extraidos.

J) Eritrofagocitosis.

Para medir la velocidad de fagocitosis, se realizaron

2 protocolos, gue son los siguientes:

1) Cuantificacién de hemoglobina.
Los tubos de cultivo de las cepas y clonas utilizadas
en este trabajo, se incubaroh de 5-10 min,ren un bafio’
de agua-hielo, para despegar.a los trofo;oitcs de las
pafedes del tubo, las suspensiones celulares se
centrifugaron a 360 X g durante 5 min y se ajustaron
en medio TYI-S-33 sin suero, a 1 X 106 trofozoitos/ml
0.5 ml de esta suspensidn se pusieron en contacto con
0.5 ml de 1la suspensién de eritrocitos (1 X 108
eritrocitos/ml). Los tubos con las mezclas celulares
se incubaron en bafio marfa a 37°C dqurante 5 y 10 min.
Al término de cada tiempo, se agregaron 10 ml de‘agua
bidestilada para lisar a los eritrocitos no ingeridos.
Después de 6 min de incubacidn con agua bidestilada a
temperatura ambiente las preparaciones se centrifugaron

durante 5 min a 360 X g, se lavaron 3 veces con
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solucidn salina 0.89% y se verificd -al microscopioc
(Zeiss), que las preparaciones no tuvieran eritrécitos
adheridos a las amibas y gue no hubiera eritrocitos en
solucidn, para posteriormente lisar a las células con
Tritdn X 100 (Sigma Chemical Cdl.) al 4% disuelto en
solucidén salina. Las muestras se leyeron - a una

absorbancia de 540 nm.

Cuenta de numero de eritrocitos por amiba.

Los ensayos de fagocitosis también se realizaron de

acuerdo a la técnica descrita por Trissl y coi. (1978).
Los tubos con 0.4 ml de la suspensién de eritrocitos

(1 X loﬁ/ml) Yy 0.4 ml de suspensidén de aﬁibas (1 X 106

amibas/ml), se incubaron en un bafio maria a 37°C‘ para

permitir la fagocitosis. A los 5 minutos, ‘se sacaron

los tubos del baifio maria y se agregaron 10 ml de agua

bidestilada para lisar los eritrocitos no ingeridos.

Después de 6 min de incubacidén a temperatura ambiente

con agua bidestilada, los tubos se centrifugaron a 360

xrg durante S min. Las pastillas celulares se fijérén

con glutaraldehido al 2.5% en‘ selucidn salina

amortiguadora de fosfatos (PBS) por 30 min a 37°C. Las
mezclas celulares se lavaron 3 veces con solucidn
salina isoténica y los eritrocitos ingeridos fuefon
contrastados con la tincidn de Novikoff y col., (1972},
la cual consistidé en incubar las mezclas ceiulares

durante 30 min a 37°C con 0.5 ml dJde una solucidn de
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amortiguador 2-amino-2 metil-propancdiocl

Chemical) pH 9.7.
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{Sigma Chemical) en

(Sigma

A esta solucidn, se le agregaron

100 ul de agua oxigenada al 1% (Baker, México)

fin de activar a

Después de la tinciédn,

, con el

la peroxidasa de los eritrocitos.

tres veces con solucidén salina isotdnica a

durante 5 min

resuspendieron en

las suspensiones fueron lavadas

360 X g

y las pastillas obtenidas se

500 ul de solucidn salina.

Se montd

una gota de la suspensién en un portaobjetos para

observarse al microscopio y contar el ntimero de

eritrocitos ingeridos por 100 amibas escogidas al azar.

K) Adhesidn.

Los ensayos de adhesidén, se realizaron de acuerdo a la

técnica descrita por

Garcia Rivera y col. (1982).

Tubos

con 0.4 ml de la suspensién de amibas (1 X 106 amibas/ml) y

0.4 ml de la. suspensidn de eritrocitos humanos (1 X 108/ml)

se incubaron durante S

vy 10 min en un’  bafioc de agua-hielo

‘para permitir la adhesidn de los eritrocitos a las

a los 5 y 10 min 1las

amibas,

mezclas celulares se fijaron cen

glutaraldehido al 2.5% en PBS durante 30 min a 37°C.Una vez

hecho esto, las preparaciones se lavaron 3 veces a

durante 5 min, se desecharon los sobrenadantes

110 X g

y los

eritrocitos adheridos fueron contrastados con la tincidn de

Novikoff y col. (1972).

Se contd el nimero de eritrocitos

adheridos en 100 trofozoitos con la ayuda de un microscopio.
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L) virulencia in vivo.
Los trofozoitos de las diferentes clonas fueron

ajustados a 2.5 X 10S amibas en un veolumen no mayor de 0.5
ml en medio TYI-S-33 sin suero, para inocularse en hdmsteres
machos de aproximadamente un mes y medio a dos meses de edad,
en grupos de 4 animales para cada cepa amibiana, utilizando
siempre a los trofozoitos de la clona como contrel. Los
ﬁémsteres se anestesiaron por via intraperitoneal con
Anestesal (Morden de México), inyectando 1 ml por cada 100
gr de peso del animal de una solugién diluida 1:10
preparada con agua bidestilada estéril. Una vez que los
animales estuvieron anestesiados, se les practicé la
paratomia amplia y se localizé la vena porta, por la cual
‘se inocularon los trofozoitos con una jeringa estéril de 1
ml. Terminada la inoculacién, se restituyeron los d&rganos
a la cavidad peritoneal y, finalmente, se cerraron los
diferentes planos de la incisidén; 8 dias después de la
infeceidn, los hdmsteres se sacrificaron para extraer el
higado, en el cual se localizd la presencia de abscesos y

se estimd su tamafio.

M) Efecto citopdtico.

La capacidad de 1los trofozoitos para destruir
monocapacelulares se midié de acuerdo a la técnica descrita
por Orozco y col., (1978). Los trofozoitos vde las clonas
obtenidas por mutagénesis y de 1la ciona parental clona A,

fueron colocados en agué—hielo durante '5-10 min y se
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centrifugaron a 360 X g durante 5 a 10 minutos. Las amibas
se ajustaron a 5 X 104 y 1 X 105 trofozoitos/ml en medio
TYS-1I-33 sin suero. 0.5 ml de cada suspensidén celular se

pusieron en contactc con mchocapas de células epiteliales de
la linea MDCK cultivadas en multicamaras Linbro previamente
lavadas con solucidn salina. Se agregaron 0.5 ml de medio
TYS-I-33 sin suero a cada pozo de la muiticémara y éstas se
incubaron a 37°C durante 1 h; al término de este tiempo, se
incubd la multicdmara a 4°C durante 15 min para despegar a
los trofozoitos de las monocapas, se desecharon los
sobrenadantes, las multicdmaras se lavaron tres veces con
solucién salina fria y se procedid a evaluar el grado de
destruccidén de la monocapa. Para medir cuantitativamente la
destruccidén de la monocapa, se utilizd 1la técniga descrita
por Orozco y col.{(1978) y Bracha y Mirelman (1984). Después
de lavar la multicamara 3 veces, las monocapas se fijaron
con glutaraldehido al 2.5% en PBS durante 15 min a
temperatura ambiente {0.5 ml/pozo). Transcurrido. este tiempo
las preparacioneé se lavaron 3 veces: con . solucién salina
fria y se incubaron durante 10 min con 160 ul de solucidn
de azul de metileno al 1% en amortiguador de boratos 0.01M,
pH8.7 (BB). Posteriormente, se lavaron 3 veces c¢con un ml
de éB. y se extrajo el colorante absorbido por las
monocapas con un ml de HCI 0.01N, agregando durante 30 min
a 37°c. Por Gltimo, se tomaron 100 ul de la muestra
anterior y 900 ul de HCI O0.01lN y la muestra se leyd a 660

nm en el espectrofotdmetro (Beckman DU~7) y a simple vista
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para cuantificar el dafio producido en las monocapas por los
trofozoitos. El 0% de destruccidn de la monocapa, se tomd
de los valores registrados para las monocapas celulares que
no estuvieron en contacte con los trofozoeitos y como el
100% de 1la destruccién de 1la monocapa se tomdé el valor
registrado para las células gque estuvieron en contacto con

los trofozoitos de la clona parental (C-a).

N) Efecto citotdxico de los extractos amibianos.

El efecto de los extractos amibianos sobre la monocapa
de la linea celular MDCK fue determinada'para cada clona de
acuerdo a la técnica descrita por Lushbaugh y col, (1978),
Bos (1980) y Mattern y col. (1980). Los tubos de cultivo
de las diferentes clonas utilizadas en este +trabajo, se
colocaron en un bafio Ae agua—hielo durante 5 a 10 min. y se
centrifugaron a 250 X g durante 5 min. El sobrenadante se
descartd y la pastilla se lavéd 3 veces con solicidn salina.

La suspensién de las amibas se ajustd a 1 X 106

trofozoitos
/ml de solucidn. Después de esto, las células se lisaron
" 37a -4 ciclos de congelacidén~descongelacién- en acetona-hielo
seco o en nitrédgeno liquido. El lisado se centrifggé a 800
X g, 15 min a 4°C, se agregd al 2-B mercaptoetanol (Merck-
México) a una concentracidn f£inal de 0.02% y un ml de los:
extractos amibianos de cada clona se agregd a las monocapas
en células MDCK cultivadas en multicdmaras Linbro, las

cuales habian sido previamente lavadas con solucién salina

isotdnica 3 wveces. Las monocapas con los extractos se
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incubaron a 37°C durante 1 h o el tiempo necesarioc para que
los trofozoitos de la clona A destruyeran las monocapas. La
destruccidén de la monocapa fue cuantificada de la misma

manera que el efecto citopatico.
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RESULTADOS .

a) SENSIBILIDAD DE E. histolytica A ICR-170.

L.a diferente sensibilidad de las cepas amibianas a las
drogas, ha sido descrita por varios autores (Entner, 1961;
Etner y Gonzdlez 1962, LSpez-Revilla 1978). Asi mismo
Hernandez, (1985) y Doﬁinguez (1985), mostraron gue clonas
aisladas de una misma cepa de E. histolytica tienen
diferente sensibilidad a emetina y a colchicina. En la
presente tesis, se estudié el efecto del agente quimico
derivado de las acridinas, ICR-170, sobre E. histolytica,
con el fin de obtener mutantes. Se puso éspécial interés en
realizar el trabajo con una cepa amibiana clonada y para
esto se utilizd 1la CA, cepa HM1-IMSS, la cual es altamente
fagocitica (Fag+), virulenta (Vir+) y presenta una alta
eficiencia de adhesidn a eritrocitos humanos (Orozco, 1981).
Primeramente, se determind la sensibilidad de esta clona
al compuesto ICR-170, para definir su sensibilidad y poder
determinar la éosis y el tiempo mds adecuados para que se
produjeran : los: ‘efectos ‘letales .y mutagénicos de - este
cémpuésto sobre los trofozoitos. Los trofozoitos de la CA,
se incubaron c¢on diferentes concentraciones delAmutageno
ICR-170 (de 10 a 25 ug/ml) y el nlmero de trofozoitos,
viables, se contd a las 24 y 36 hs después de haberse

adicionado el compuesto a los cultivos.

Los resultados mostraron que el efecto del compuesto

ICR-170 sobre los trofozoitos amibianos, fue dependiente de
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la dosis y del tiempo de exposicidén al mutageno. A
concentraciones de 10 ug/ml de ICR-170, se observd una
disminucién de aproximadamente 15% de la poblacidn, tanto a
las 24 como a las 36 hs (Fig. 3). A concentraciones de 15
ug/ml, la poblacidn disminuyé hasta 56% a las 24 hs de
incubacidén con el mutageno, mientras que a las 36 hs sdlo
sobrevivié el 30% de la poblacidn. Con dosis de 20 ug/ml la
poblacidn sobreviviente fue de un 33% a las 24 h mientras

que a las 36 h fue de un 26%.

Se eligid la dosis de 20 ug/ml de ICR-170 durante 24 h
para los experimentos de mutagénesis, debido a gue la
viabilidad disminuyd en 67% a las 24 hs y a concentraciones

mds altas, los trofozoitos no sobrevivieron.

B) OBTENCION DE MUTANTES DE E. histolytica RESISTENTES A
EMETINA.

Las alteraciones sufridas en el DNA por la accidn del
mutageno producen nuevos fenotipos, Yy entre los mds

sencillos de detectar estdn las resistencias a antibiéticos.

Para evaluar si el mutageno realmente estaba
produciendo alteraciones en el genoma de la amiba se utilizd
un marcador de referencia ya conocido. Este marcador fue la

resistencia a emetina (Herndndez, 1985).

A2 X 104 amibas/tube de la clona A mutagenizadas con
ICR-170, se les agregaron diferentes concentraciones de

emetina y los trofoczoitos se incubaron en medio liquido a
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GRAFICAS. .

FIGURA 3. CURVA DOSIS SOBREVIVENCIA PARA EL COMPUESTO

ICR-170.

Trofozoitos de la CA, se incubaron con 10 ug/ml (o-o0),
15 ug/ml (e-e), 20 ug/ml H-A) 25 ug/ml (&A) de ICR-170 y
a diferentes tiempos se contd el ndmero de trofozoitos

viables.
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37°C. El1 crecimiento relative de los trofozoitos en
presencia de emetina, se calculd a partir de las 72 h de
incubacidén. En la figura 4, se muestra gque los cultivos
mutagenizados fueron capaces de crecer en presencia de
hasta 10 ug/ml de emetina, mientras que los trofozoitos de

la clona A, sin mutagenizar, crecieron sélo en presencia

"'.de 6 ug/ml de emetina y a concentraciones mayores de la

aroga, murieron. Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos por Herndandez (1985). Por otra parte, el hecho
de que después del tratamiento con ICR-170 los cultivos
sean capaces de crecer a concentraciones mayores de 6 ug
de emetina/ml indica que el compuesto ICR-170 ha provocado
mutaciones en los trofézoitos, alguna de las cuales lés
confieren resistencia a emetina. La frecuencia de mu;acién
de la clona A mutagenizada con. ICR-170 obtenida para
resistencia a emetina en medic liquido, se obtuvo
dividiendo el nuimero de trofozoites inoculados por tubo,

entre el numero de trofozoitos totales, fue de 1.66 X 10-5.

C) EFECTO DE LA EMETINA SOBRE E. histolytica ‘CLONA A ENV

MEDIO SEMISOLIDO.

También se probd la capacidad de los ;rofczoitos de
la clona A mutagenizada para crecer en agar semisdlido
suplementado con 6 ug/ml de emetina, como se describid en
Materiales y Métodos. Se utilizdé esta concentracidén en base
é gue Hernandez (1985) y Orozco y col. (1985a) determinaron

que la resistencia de los trofozoitos a cierto tipo de
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FIGURA 4. SENSIBILIDAD A LA EMETINA DE LA CLONA A Y LOS

TROFOZOITOS MUTAGENIZADOS CON ICR-170.

1 x  10®

trofozoitos de la CA vy trofozoitos
mutagenizados fueron incubados con diferentes

concentraciones de emetina:

CA 0 ug/ml (©—@ !, CA mutagenizada 0 ug/ml (X—X), CA
6 ug/ml (O—), CA mutagenizada 6 ug/ml (¥—¥), CA 8 ug/ml
(A—=R), CA mutagenizad‘a 8 ug/ml (A—A), CA 10 ug/ml (),
CA mutagenizada 10 ug/ml (M}—m V se contaron el nimero de
trofozoitos viables después de las 72 hrs., hasta gque ' los

cultivos .alcanzaron la  fase exponencial de crecimiento.
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drogas, en especial a la emetina, es menor cuando estos
crecen en agar semisdlido que en medio ligquido.Ademds estos
autores encontraron que a 6 ug/ml, los trofozoitos de la
clona A son incapaces de formar colonias en agar semisdlido
y mueren. El nimerc de colonias gue formaron los trofozoitos
mutagenizados en el agar suplementado con emetina se
registrd 15 dias después de la inoculacidén de los
trofozoitos (Tabla III). En la tabla IV se muestra que
cuando los trofozoitos se mutagenizaron con 10 ug/ml de
ICR~170 la frecuencia de mutacidn fue de 2.5 X 10-6, un
orden de magnitud mds que el obtenido para 1la clona
silvestre sin mutagenizar. Esta frecuencia, aumentd a 6 X
10-6 vy 6.2 X 10-6, cuando se utilizaron 15 y 20 ug/ml del
mutageno respectivamente. Con estas 2 dltimas
concentraciones, las frecuencias de mutacidén obtenidas

fueron muy semejantes, lo que indica gue, probablemente, se

llegd a un punto de saturacidn en el sistema.

D) _ SELECCION DE MUTANTES _DEFICIENTES ' EN FAGOCITOSIS A_

PARTIR DE LA CLONA A,

Uno de los objetivos de esta tesis, fue obtener
mutantes de E. histolytica deficientes en fagocitosis
utilizando un mutageno que tuviera altas posibilidades de
producir deleciones. Estas mutantes podrian presentar
ausencia de una proteina cuando se compararon con la CA lo
que permitiria la identificacidén de aquellas proteinas que

participaran'en la fagocitosis.
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TABLA III. EFICIENCIA DE FORMACION DE COLONIAS DE LAS

SUBPOBLACIONES CAICR—170 1x*

Trofozoitos en fase exponencial de crecimiento, fueron
inoculados en botellas‘Falcon con agar semisdédlido,preparado
con medio TYI-S-33. A los 15 aias de incubacién a 37°¢c, -se
contd el numero de colonias. La eficiencia de formacidn de
colonias (EFC), se determind como el nimero de colonias

formadas entre el nimero de trofozoitos inoculades.



EFICIENCIA DE FORMACION DE COLONIAS

| DE LAS SUBPOBLACION{ES CA \cR-170 1%

EFICIENCIA DE FOR“ACION
DE COLONIAS (EFC)

SUBPOBLACION (6 PG /mi)
CA 1.2x10°*

cA WUT 10 pasmi’ s.0x10°°

" cA wUT 15 pom  rLaxio™®

CA MUT 20yg/mi iLsxio™®
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TABLA IV.

FRECUENCIA DE APARICION DE MUTANTESVEMTR EN

E. histolvtica.

;Trdfozoitos en fase ‘exponencial de crecimiento, se
inocularon. én botellas Falcon con medioc TYI-~S-33, con agar
al (0.483);—A los - 15 dias ‘de incubacidén a 37°C,se determind
el nimero de cqlonias Y. la f£recuencia de apaficiénArde

mutantes, se calculd como el nlmerc de colonias formadas

entre el nimero de trofozoitos inoculados.



TABLA v

FRECUENCIA DE APARICION DE MUTANTES EMT" -
EN E. HISTOLYTICA.

TIEMPO CONCENTRACION TIEMPO FRECUENCIA DE MUTACION
C/DROGA ICR-170 DE cotL. EMTR /CEL VIABLES
) o {pgiml) SEGREGACION (6 pg/m)
24 0 o 6.0XI0™
24 10 o - 2.5x10°
24 15 24 . eOXO" .
24 20 24 o 6.2x10"°

36 20 24 6.2X10°°




54

La clona A se eligid como clona silvestre para el
aislamiento de mutantes deficientes en virulencia mediante
el tratamiento con el agente quimico ICR-170, que esté
descrite que produce deleciones (Creech y col., 1972; Peck

y col., 1976; Ames y Grover 1972).

Los trofozoitos de la CA se mutagenizaron con 20 ug/ml
de ICR-170 durante 24 hs, en la forma como ya sSe describid
para los experimentos de obtencidn de mutantes resistentes
a emetina, el mutadgeno se retird y 1la poblaéién se deid
segregar durante 24 h. La seleccidn de mptantes deficientes
en fagocitosis, se realizd por envenenamiento de los
trpfozoitos altamente fagociticos con bacterias crecidas en

BUdR y»Su‘posterior irradiacidn con luz de longitud de onda.

‘menor a 310 nm (Clarke, 1978; Oxozco Yy col. 1983), cbmo se

describid en Materiales y Métodos.

Después de la irradiaciéﬂ, la mayoria de los

trofozoitos mutagenizados murieron (Fig. 5).Sin embargo, en

;10 de“los cultivos hubo .. trofozoitos viables, los cuales

drecieroh hasta ilegar a la féée exponehéiéilr >A los:
trofoﬁoitos de cultivos.exponenciales se les midid’ el ‘grado
de fagocitosis (Tabla V). Los resﬁltados mostraron gque de
los 10 cultivos gue tuvieron crecimiento, ‘nueve fueroﬂ
deficientes en fagocitosis, como se aprecia en la tabla IV,
ya que s6lo una de ellas la subpoblacidn que se nombrd T-2,
mostrd una fagocitosis semejante a la de la clona silvestre.

Los cultivos que presentaron deficiencia en fagocitosis, se
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FIGURA 5. CRECIMIENTO DE LAS SUBPOBLACIONES CAICR—170 DESPUES

DEL PRIMER TRATAMIENTO DE SELECCION.

Trofozoitos de la CA mutagenizados con ICR-170 y de 1la
CA sin mutagenizar, se incubaron durante 3 h con bacterias

Escherichia coli cepa CR-34 Thy  crecidas en medio

suplementado con 5 BUAR. 24 h después, los trofozoitos se
irradiaron durante 2 h con luz de 310 nm y, posteriormente,
se incubaron en medio TYI-S-33. El nimero de trofozoitos
sobrevivientes al tratamiento, se determind cada 24 hrs.,

hasta que los cultivos alcanzaron la fase exponencial de

crecimiento.

(@—3 ) Trofozoitos de la CA sin mutagenizar, alimentados

zon bacterias crecidas en medic suplementado con

Timidina.

(&—0) Trofozoitos de la CA sin mutageniiar, alimentados

con bacterias crecidas en medic - suplementado . con.

BUdR.

O} Trofozoitos de la CA mutagenizados, alimentados

con bacterias crecidas en medio suplementado con

Timidina.

(A—4) Trofozoitos de la CA mutagenizados, alimentados
con bacterias crecidas en medio suplementado con

BUdR.
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TABLA‘V. ERITROFAGOCITOSIS DE LA SUBPOBLACION CAICR—170 1x°

‘Las t;ofozoités de la CA, mutagenizados 'y seleccionados
una vez y eritrocitos humahos (1:100), se incubaron dﬁrante'
5 v 10 min. Una vez trahscurrido este tiempo, se agregd a
las preparaciones 10 ml de agua destilada, se lavaron tres

veces con solucidn salina, se lisaron con Tritén 100X Yy se
.ﬁ;ﬁidiéu 14 “absorbancia ‘a 540 Qm  ae,‘cad§i‘upa’f§§;

clas |

subpoblaciones para cada tiempo.



TABLA V

. ERITROFAGOCITOSIS DE LA SUBPOBLACION

CAICR- A70 1 X

ABSORBANCIA x 10¥/AMIBA

CL?NA 5 min. 1O min. .

- CcA 45 89
T 4 2.0 6.0
T-2 8.0 L7

T3 10 1.3

T 22 45
6 - 37 80
T-7 L 35
T-8 o 35 | 5.0
T L} - 4.5
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sometieron a un segundo y tercer tratamiento de seleccidn.

E) EFECTO DE LA SEGUNDA Y TERCERA IRRADIACION SOBRE LOS

TROFOZ0ITOS DE LA CLONA A.

Los trofozoitos de la clona A mutagenizada y sometidos
al primer tratamiento de seleccidn (CA ICR-170 1x), fueron
. _sometidos a un segundo y tercervtratamiento de interaccidn
con bacﬁerias crecidas en presencia de BUdRV Y postefior
irradiacién. En la'Fig. 6 y 7, se observa que ne hubo una
disminucidn significativa - en  la  viabilidad de las
poblaciones sometidas a un segﬁndo y' .tercer tratamiento
pues los cultivos moétraron un comportamiento similar al de
los trofozoitos de. la clona silvestxe alimentados con
"bacterias crecidas en medio suplementado con timidina. ’ En
cambio, los trofézoitos de la <¢lona A, sin mutagenizar Y
alimentados con bacterias crecidés en medio con BUAR,
murieron todos. Ademds, el tiempo envque los cultivos de
“Jas mutantes alcanzaron la fase exponencial de crecimiento.
y‘se recuperaron de la irradiacidén fue mds corto due el del
primer tratamiento, ya que en la segunda y tercera selecéién
los trofozoitos mostraron crecimiento a partir de los 2
dias, mientras que los de la primera seleccién iniciaren su
crécimiento hasta los 6 dias. Asi mismo, ‘el mimero de’
trofozoitos viables después del primer tratamiento de
seleccidén fue muy bajo y practicamente no se observaron
trofozoitos méviles y réfringentes en los tubos de cultivo

hasta los 6 dias después de la seleccidén. En la segunda y
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FIGURA 6. CRECIMIENTO DE LA SUBPOBLACION CAICR—170 1 X

DESPUES DEL SEGUNDO TRATAMIENTO DE SELECCION.

Trofozoitos de la CA sin mutagenizar, asi como los
trofozoitos  sobrevivientes al primer. tratamiento ae
séleccién se incubaron durante 3 h con bacterias Eséheriéhia
€0li cepa CR-34 Thy~ crecidas en medio suplementado con S
BUdAR. 24 h después, los trofozoitos se irradiaron durante
2 hr con luz de 310 nm y, posteriormente, se incubaron en
medio TYI-$-33. El1 nimerc de trofozoitos sobrevivientes al
tratamiento, se dgterm;né cada 24 hs,hasta que los cultivos

alcanzaron la fase exponencial de crecimiento.

(o—e) Trofozoitos de la CA, alimentados con. bacterias

crecidas en medio suplementado con Timidina.

TO=0) Trofozoitos de la CA, alimentados- con- .bacterias

crecidas en medio suplementado con BUdR.

N—A) Trofozoitos de la CA,mutagenizados y selecciocnados
una vez sometidos a un segundeo tratamiento
de seleccidn, alimentados con bacterias crecidas

en medio suplementado con BUJR.
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FIGURA 7. CRECIMIENTO DE LA SUBPOBLACION CAICR-170 2 x

DESPUES DEL TERCER TRATAMIENTO DE SELECCION.

Trofozoitos de la CA y la de las subpoblaciones
sobrevivientes a la segunda seleccidn, se sometieron a un
tercer tratamiento de seleccidn, con bacterxrias crecidas en
medio suplementado con BUAR e irradiadas con luz de 310 nm.
" Posteriormente, se incubaron en medio T¥I-5-33 y,; el ndmero
de trofozoitos sobrevivientes al tratamiento, se determind
cada 24 hrs., hasta que los cultivos alcanzaron 1la fase

exponencial de crecimiento.

(o9 ) Trofozoitos de la CA, alimentados con bacterias

crecidas en medio suplementado con Timidina.

(O=-0) Trofozoitos de la CA, alimentados con bacterias

crecidas en medio suplementado con BUdR.

(4—A) Trofozoftos de 1la Clona A, mutagenizados y
sometidos 2 veces al tratamiento, alimentados con

bacterias crecidas en medio suplementado con BUAR.
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tercera seleccidén en cambio, el 72% de la poblacidn se
mantuvo viable desde el primer dia.En conclusidn, con estos
experimentos se obtuvieron nueve subpoblaciones deficientes
en fagocitosis, las cuales fueron posteriormente sometidas
a clonacidén en agar semisdlido, para obtener poblaciones

homogéneas de cada uno de los cultivos.

F) CLONACION.

Pafa obtener poblaciones homogéneas de trofaozoitos
deficientes en fagocitosis, 1las subpoblaciones que fueron
sometidas a tres tratamientos de seleccidén (CA-ICR-170-3X),
se clonaron. en agar semisélido, de acuerdo a la técnica

‘descrita por Gillin y Diamond (1978). Después de los 8 dias
de incﬁbacién a 37°C de los trofozoitos en agar semisdlido,
se revisaron las botellas y se contd el nimero de colonias
aparentes a simple vista, para obfener la eficiencia de
formacidn de colonia (EFC) de cada una de las

ZSubpéblacibnés;EnflalTablaUVI;se,muestran los resultados de
estos experimentos. Siete de las subpoblaciones mostraron
una EFC menor al 50% con respecto a la CA y aos clonas, T-3
y'T—7;'hostraron una EFC menor al 5% ¢on respecto a la CA.
La eficiencia de formacién de colonia relativa (EFC_) se
obtuve dividiendo la EFC de cada subpoblacidn, entre la EFC .

de la clona A y maltiplicando por 100.

Dos colonias de cada botella fueron extraidas por
succidén, usando pipetas pasteur estériles. Se coleocaron en

medio liquido y se subclonaron nuevamente. Una vez que las
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TABLA VI, EFICIENCIA ° DE FORMACION DE COLONIA DE LAS
SUBPOBLACIONES CAICR_170 3x*

50 y-100 trofozoitos, se inocularon en botellas Falcon
con medio TYI-S-33 con agar al 0.48%. Siete dias ' después
de la inoculacién, se contd el numero de colonias para
obtener la eficiencia de formaciém de colonia relativa
(EFCr), 1la cual se obtuvo dividiendo 1la EFC de cada

snbpobiééién; entre’ la EFC-de la CA; multiplicado por 100.



TABLA Vi

EFICIENCIA DE FORMACION DE COLONIA
DE LAS CLONAS CA

ICR-I70 3X
"~ SUBPOBLACION EFICIENCIA RELATIVA DE -
: FORMACION DE COLONIAS(EFCr)
)
cA 100.0
T 53.4
e TS . 48
T4 - 333
T5 109
T6 213
T-7 32
T8 a1.2

T-1l ‘ 494
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clonas fueron aisladas, subclonadas y c¢recidas en medio
liquido hasta fase logaritmica, se realizaron los ensayos
de eritrofagocitosis, adhesidén, efecto citopdtico Yy
citotdxico y se midié la virulencia in vivo por inoculacién
intraportal de los trofozoitos en hdmsteres de

aproximadamente 100 g de peso.

G) ERITROFAGOCITOSIS.

Entre las propiedades amibianas que participan en la
virulencia del trofozoito en el hospedero, se ha descrito
como una de las mas importantes a la eritrofagocitosis
(Trissl y col.,.197B; Orozco y col.,1980; Martinez-Palomo y
col., 1980b; Rodriguez‘y Qrozco, 1986). Esta propiedad es

cominmente utilizada como un pardmetro para medir el grado

de virulencia de las diferentes cepas (Trissl y c¢ol.,1978).

Los. ensayos de velocidad de eritrofagocitosis de las
¢1onas aisladas a pﬁrtir de las subpoblapiohes CAiCR—l?O Ix
~se realizaron utilizando dos métodos:

a) El microscépico descrito por Trissl y col. (1978), que
consiste en contar directamente en el microsc¢opio
dptico los eritrocitos ingeridos en cien trofozoitos y
posteriormente obtener el promedio de eritrocitos
ingeridos por amiba, y

b) Un método bioguimico gue se disefd durante el
desarrollo de esta tesis. Este método es mas sencillo
que el anterior, consiste en meddir

espectrofotométricamente la cantidad de hemoglobina
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ingerida por los trofozoitos.

Se hizo un perfil espectrofotométrico de la
hemoglobina, para determinar la longitud de onda a la cual
hay mayor absorbancia gue en este caso corresponde a 540
como se muestra en la Fig. 8; por lo gue esta longitud Qde
onda se eligid para cuantificar la cantidad de hemoglobina

contenida en los eritrocitos ingeridos por los trofozoitos.

Posteriormente, se hizo- una relacidn' entre 1la
absorbancia y el nimero de eritrocitos ingeridos, contados
por el método tradicional, en el microscopio dptico. Como
se aprecia en la Fig. 9, se observa gque los resultados de
estos experimentos, dieron una relacién 1lineal cuya

correlacién fue de r=0.9705.

También se graficd la relacién entre la absorbancia v
‘el tiempo de incubacién de las amibas con 1lcs eritrocitos,
los resultados mostraron también una relacidn liheal .entre
el tiempo de incubaciédn y la absorbancia de 1las muestras,

desde 2 hasta 10 min (Fig. 10).

Los resultados obtenidos de 1los experimentos de
medicidén de la velocidad de eritrofagocitosis de las clonas
cuando se midid la cantidad de hemoglobina ingerida por los
trofozoitos por absorbancia a 540 nm fueron cuantitativos y
reproducibles, ya que al leer en un espectrofotdmetro, la
cantidad de hemoglobina ingerida por 1los trofozoitos, se

evitan errxores = que pudiera cometer el experimentador al
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FIGURA B. ESPECTRO DE ABSORCION DE LA HEMOGLOBINA.

Varias muestras de trofozoitos incubados con
eritrocitos humanos (1:100), se trataron con Tritén 100X,
de acuerdo a como se describidé en Materiales y Métodos y se
leyd su absorbancia a diferentes longitudes de onda, para
determinar mediante este perfil espectrofotométrico el pico
mayor de absorbancia para la hemoglobina de los eritrocitos

ingeridos por los trofozoitos.



ABSORBANCIA

.Q.080

0.072

0.064+

0.056+

0.048-

0.040

LR B T
510 . 548 586 624

LONGITUD DE ONDA

T
662




65

FIGURA 9. RELACION ENTRE DENSIDAD OPTICA Y NUMERO DE

ERITROCITOS INGERIDOS.
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FIGURA 10. RELACION ENTRE LA ABSORBANCIA Y EL TIEMPO DE

INCUBACION DE LAS AMIBAS CON LOS ERITROCITOS.

Trofozoitos de la CA, se pusieron a interaccionar con
eritrocitos humanos (1:100), durante S y 10 min, a 37°C; al
término de este tiempo,se agregd agua bidestilada para lisar
a los eritrocitos no ingeridos y, posteriormente sé lisaron

las amibas con Tritdén 100X para cuantificar por

espectrofotometria la cantidad de hemoglobina ingerida.
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contar el nuimerc de eritrocitos en el microscopio. Tanto en
los experimentos de medicidn espectrofotométrica de 1la
hemoglobina ingerida como de los. que se conté el nimero de
eritrocitos tipos de experimentos, se utilizé una relacidn
de un trofozoito por cada 100 eritrocitos humanos y los

experimentos se realizaron a dos tiempos: 5 y 10 min.

En las Tablas VII y VIII, se muestra el promedio de
eritrocitos por amiba y las D.0 540 respectivamente,de cada
una de las clonas obtenidas en esta tesis y el' de la clona
A, que se utilizd siempre como control. Estos resuliados
son el promedio de cuando menos tres experimentos, en los
cualés los datos obtenidos, fueron altamente reproducibles

y se describen a continuacién:

Como se dijo anteriormente, se aislaron dos clonas de
cada una de las nueve subpoblaciones, se les mididé 1la
fagoecitosis y, debido a que algunas clonas aiéladas de 1la
misma subpoblacién presentaron resultados mﬁy semejantes,
sélamente se escogid una de ellas para su caracterizacién:
en total se caracterizaron 12 clonas. En la Tabla VII, se
muestran los resultados de medicién de la eritrofagocitosis
de las clonas utilizando el método microscépico. Todas las
clonas obtenidas de las subpoblaciones deficientes en
fagocitosis, fagocitaron menos de la mitad del ndimerc de
eritrocitos que fagocitd la CA. La clona T-43, fue la dgue
presentd la fagocitosis mds alta a los 5 min de interaccién

con los eritrocitos. Esta clona, a este tiempo, fagocitd un



68

TABLA VII. ‘'ERITROFAGOCITOSIS DE Lé SUBPOBLACION CAICR—170 3%

Trofozoitos y eritrocitos humanos (1:100),se incubaron
durante 5 y 10 min. Una vez transcurridé este tiempo, se
agregaron 10 ml de agua bidestilada para lisarx los
eritrocitos no ingeridos y, posteriormente, se contrastaron
con la +tincién de' Novikoff, para obtener el nimero de

eritrocitos ingeridos por amiba paré cada clona.



TABLA Vii

ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS DE

LA SUBPOBLACION CAICR- 170 3%

ERITROCITOS / AMIBA

CLONA S min. 1O min.
CA 6.5 13.0
T-1-1 1.9 3.8
T31 3.0 - 6.1
T-32 2.4 3.8
T-42 2.2 3.0
T-43 3.8 ! 5.6
T-51 Lo 2.0
‘T-52 23 2.5
T-63 1.5 28
T-71 i.9 5.3
T-81 1.5 2.3
T-82 1.9 2.7

T-H1 _ 3.0 38
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promedio de 3.8 eritrocitos/amiba, lo que coxrresponde al
58.5% de la fagocitosis presentada por la clona A. Sin
embargo, a los 10 min, fagocitd sdélo un promedio de 5.6
eritrocitos/amiba; esto es, 1la clona T-43 presentd una
eticiencia de fagocitosis del 43%. Destacaron por su baja
fagocitosis,las clonas T-51, T-52, T-63, T-71, T-81 y T-82,
las cuales tuvieron, a Jlos 10 min, una eficiencia Ade
fagocitosis que corresponde a menos del 21.5% del de la

cepa silvestre, clona A (Tabla VII).

Cuando se realizaron los. experimentos de
eritrofagocitosis con el método disefiado en esta tesis, el
cual consiste en medir la cantidad de hemoglobina ingerida

por 5X105

trofozoitos, los resultados correlacionaron
(r=0.9705) directamente con los obtenidos con el método
tradicional. En la tabla VIII, se muestran las D.0 540,
obﬁenidas después de que los trofozoitos de las diferentes
clonas estuvieron en interaccidn con eritrocitos humanos
por 5 ¥y 10 min. Los resultados son también el promedio de
cuando menos tres deﬁerminaciones. Los trofozoitos de .ia
clona A dieron lecturas a 540 nm de 0.0445 y 0.0872 a los 5
y 10 min respectivamente, mientras dque con las clonas
obtenidas en esta tesis, se obtuvieron lecturas que van
desde 0.0100 hasta 0.0360 a los 5 min y desde 0.0150 hasta
0.0620 a los 10 min de interaccidén de los trofozoitos. con los
eritrocitos. Como puede deducirse por las desviaciones

standard obtenidas, los resultados fueron altamente
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TABLA VIII. ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS AISLADAS DE LA
SUBPOBLACION CAICR-lVO 3Ix-

Trofozoitos y eritrocitos humanos (1:100),se incubaron
durante 5 y 10 min. Una vez concluido este tiempo, se
agregaron 10 ml de agua bidestilada para lisar los
eritrocitos no ingeridos y se lavaron tres veces cof
solucidn salina, las células se lisaron con Tritén 100X vy
se midié la absorbancia a 540 nm de cada una de las clonas

para cada tiempo.



TABLA Vil

ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS

»AlSLADAS SUBPOBLACION CA .. .70 3x

ABSORBANCIA x 10¥ AMIBA

CLONA
' , S min. 10O min.

A 4.45107 8.7210.6

T-1- 2.1520.2 3.03% 1.4

T-31 3.55%0.9 5.03% 1.2

T-32 2.55t0.2 4.02* 1.3
T-42 2.15t0.1 485109

T-43 3.60t0.7 6.20% LI

T-51 0.85+ 02 50110.2

- T-52 2.35+07 5.38+ 09

T-63 2.6510.5 3.30%0.1

T-71 3.58+0.1 5.6210.7

- T-81 1.6510.5 3.25%0.7

- T-82 277107 344t04

T-11 1.00204 .50t 0.4
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reproducibles. Nuevamente todas las <¢lonas dieron una
lectura menor del 50% gue la obtenida <c¢on la clona A y la
clona T-43 fue la que mostrd 1la fagocitosis mds alta,

deducida por la lectura obtenida a 540 nm.

Si tomamos en cuenta que para la seleccidn de mutanﬁes
deficientes en fagocitosis (Fag ) se irradiaron_ 2.2 X lO7
trofozoitos de la clona A y suponemos gue cada una de lés
nueve subpoblaciones sobrevivientes provenian de cultivos
con menos de 10 trofozoitos, entonces la frecuencia de
aparicién de mutantes deficientes en fagocitosis fue 4.1 X
10”7 1a cual se obtuvo dividiendo cultivos con trofozoitos
viables entre el nimero de células que se irradiaron.Ademds
se encontrd que los trofozoitos de la clona A son altémente
homogéneos, ya que para obtener las mutantes deficientes en’
fagocitosis, fue necesario utilizar un agente mutagénico,lo
que elimina la posibilidad de gue las clonas obtenidas_ en -
este trabajo, sean variantes de §4_histoiztica; como podria
suceder con las clonas deficientes en fagocitosis aisladas
a partir de una poblacidén muy heterogénea, como la cepa

HM1:IMSS (Orozcoc y col, 1983; Sudrez, 1983).

H) ADHESION DE LAS CLONAS DEFICIENTES EN FAGOCITOSIS.

Se considera gue la adhesidén es uno de los primeros
eventos que se llevan a cabo ~durante el mecanismé de
agresién de la amiba a la célula blanco y gque la adhesidén
especifica precede a la fagocitosis y a la destruccidn

celular. Con el fin de saber si la disminucidn de la



72

fagocitosis de las clonas obtenidas en este trabajo se debia
a una deficiencia en la adhesién producida por una
alteracidén en la superficie del trofozoito, 1l1la cual pedria
afectar la adhesidn del trofozoito a la célula blanco, se
realizaron experimentos de interaccién de trofozoitos Yy
eritrocitos humanos (1:100) a 4°C durante, para cbtener el
promedio de los eritrocitos adheridos para cada clona en
cada tiempo. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla IX, las 12 mutantes obtenidas, fueron deficientes en
adhesidn (Adh™ ), 'ya éue presentaron una eficiencia de
adhesién menor al 50% que la mostrada por la cloma A, tanto
a los 5 como a los 10 min. La clona T=43, a 1los 5 min
presenté una eficiencia de adhesidn semejante a la de la
clona silvestre; sin embargo, -a los 10 min sélo adhirid el
50% del niGmero de eritrocitos que adhiridé la clona A.lzséos
resultados nﬁs indican que, tal vez, existan alteracioﬂes a
nivel de membrana en las clonas obtenidas con el mutageno

ICR-170, las cuales dieron como resultado una reduccidn de

"la” adhesién y de la fagocitosis.

Si nuevamente consideramos gue se irradiaron 2.2 X 107
Y, suponemos gue. cada una de las nueve subpoblaciones
provienen de una sola c¢élula, entonces la frecuencia de

mutacidén para la adhesidén fue de 5 X 107.

I) EFECTO CITOPATICO DE LAS CLONAS DEFICIENTES EN
FAGOCITOSIS.

Uno de los métodos gue se ha utilizado por 1la mayoria



73

TABLA IX. ADHESION A ERITROCITOS DE LAS CLONAS DEFICIENTES

EN FAGOCITOSIS.

Trofozoitos y eritrocitos humanos (1:100),se incubaron -

durante 5 y 10 min. a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo,

se fijaron con glutaraldehido al 2.5% y se contrastaron con

la tincidn de Novikoff; con la ayuda del microscopio, se

contaron el ndmero de eritrocitos adheridos en 100 amibas,

obeniéndose de esta forma el promedio de eritrocitos para

cada 'una en cada tiempo. . -



TABLA X

ADHESION A ERITROCITOS DE LAS
CLONAS FAG~

ERITROCITOS ADHERIDOS / AMIBA

CLONAS 5 min. 10 min.
cA 6.5:0.8 12.6%0.6
H 4.010.9 50%0.9
31 3.5¢0.8 4.1£0.8
T-32 3.2*0.l 50%1.0
42 41+ 09 5320.9
43 56+ 1.0 6.3 1.0
TSI 45t 1.0 5010.1
52 4009 474 1|
T-63 31209 4.5¢ 1.5
7 29%0.1 4.5:%0.8
T-81 28t0.3 50t0.1
T-82 352110 48%t0.9
T 3.0:0

392 0.5




de los grupos de investigacién para evaluar in vitro el
grado de virulencia de las diferentes clonas amibianas, ha
sido la destruccion que los trofozoitos producen sobre
monocapas de células de mamifero en cultivo. Los sistemas
mds utilizados han sido las lineas celulares CHO (Ravdin y
- ecol., 1980), y MDCK (Orozco y col., 1978), ya gque se ha
‘comprobado que, el grado de destruccidén que producen loé
trofozoitos en este tipo de células, correlaciona
.directamente con la virulencia de las cepas. Con el objeto

de medir la virulencia in vitro de las clonas deficientes

en fagocitosis y adhesidén obtenidas en esta tesis,

trofozoitos de cada clona se agregaron a monocapas
confluentes de la linea MDCK, y el experimento se realiié
como se describidé en la seccidn de Materiales y Métodos.
En la tabla X se observa qgue, las 12 clonas probadas,
mostraron un gfado de destruccién de la monocapa menor
{(¢yp ) que el de la clona silvestre (C-A). La destruccién
que produjo la clona silvestre, con el indcule mas alto,
se tomé como 100% y, el que produjeron las clonas
deficientes en fagocitosis, fue desde 20 hasta 68.5%. LoOS
trofozoitos de la cA, desﬁruyeron el 68% de 1la monocapa
cuando se utilizé el inéculo menor de 5 X 104, La
destruccidn producida por las ‘clonas deficientes en
fagocitosis y adhesidén fue desde 21% hasta 52%, cuando‘ se
utilizd el indculo mds bajo. Por lo tanto, se confirmd que

el efecto citopdtico correlaciona directamente con la

74
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TABLA X. EFECTO CITOPATICO.

Monocapas de  la linea MDCK. y trofozoitos vivos. se
incubaron en una relacién (1:1) y (0.5:1) durante ‘1 hr a
37°C. Posteriormente, se midid el grado de destruccidn dé

la monocapa, como se indica en Materiales y Métodos.



TABLA X

EFECTO CITOPATICO DE LAS CLONAS
DEFICIENTES EN FAGOCITOSIS

DESTRUCCION DE LA MONOCAPA

CLONA No. DE TROFOZOITOS
5x10° 1X10°
A 68 4 | 100.0
T-Hl 22.0 850
T3 26.6 650
32 390 | 61.0
T-4-2 210 8570
43 210 685
51 42.0 | 533
52 .. 420 ' . Sr4
63 50.0 434
T-7-1 49,0 648
T-8-1 52.0 | 64.0
T8-2 455 . 530

-1 26.5 20.0
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fagocitosis. Por lo que este ensayo, puede utilizarse para
pruebas de virulencia in wvitro. De acuerdo a los resultados
que se obtuvieron con los dos indculos, las diferencias
fueron mds evidentes cuando se utilizd una relacidén de wun

trofozoito por cada célula MDCK, gue cuando se utilizd 0.5

trofozoitos por célula.

J) EFECTO CITOTOXICO DE LAS CLONAS DEFICIENTES EN
FAGOCITOSIS.

Se ha descrito gue los extractos amibianos presentan
actividad téxica sobre las células de mamifero (Lushbaugh y
col., 1978). Es proﬁable que los factores que participan en
la destruceidn celular producida por los - extractos
amibianos, participen también en 1la virulencia de los
trofozoitos {(Martinez-Palomo y col, 1980). Con el objeto de
aportar mayores evidencias sobre el papel de esta actividad
en 'la  agresividad  de E. histolvtica, el fenotipo de
actividad téxica de las clonas obtenidas en esta tésis,‘ se
estudié obteniendo los extractos amibianeos de cada una de
las clonas, utilizando la metodologia descrita. L.a Tabla XI
muestra los resultados de estos experimentos, tres de las
clonas, la T-42, la T-43 y la T-63, presentaron una
actividad téxica menor (Tox ) gue la de la clona silvestre, -
la T-42 y }la T-63 no destruyeron la monocapa y la T-43 sdélo
la destruyd en un 27%, en tanto que las 8 clonas restantes,

mostraron una "actividad citotdxica®™ similar a la de 1la

clona A. Los resultados pueden interpretarse como gue esta
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TABLA XI. EFECTO CITOTOXICO.

Monocapas de la.linea MDCK y extractos  de ‘trofozoitos
(1:10), se incubaron durante una hora a 37°C. Posteriormente, .
se midid el grado de destruc¢cidn de la monocapa, como se

indica en Materiales y Métocdos.



TABLA XI

EFECTO CITOTOXICO DE LAS CLONAS DE LA

SUBPOBLACION CA ICR-170 3 X

CLONA - % DESTRUCCION DE
: ' LA MONOCAPA
A 100.0
T-1 69.0
T-31 - 748
T-32 88. |
T-42 0.0
T-43 27.2
TS 3e
T-52 : | , 445
T-63 B : 0.0
T7 | 78.1
T-81 69.6

T-82 98.7
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actividad no es por si misma suficiente para gue se exprese
la agresividad del pardsito. Esto corxrobora lo encontrado
por Orozco y Rodriguez (1986).
X) VIRULENCIA DE LA FOBLACION CAICR—l?O 3x*
Uno de los métodos para cuantificar la virulencia de
las amibas in vivo, consiste en inocular int;aportalmenté
trofozoitos para provocar la  produccién de abscesos
hepiticos.De tal manera que los trofozoitos de 1aé cepas no
patdgenas, son incapaces de producir abscesos hepaticos y
las patdgenas, son capaces de producir dafio en el huésped

{Reinsterson y Thompson, 1951).

Para medir la virulencia de las clonas deficientes en ’
fagocitosis obtenidas en esta tesis, se inocularon 2.5 x105

trofozoitos de cada clona por hdmster y, 8 dias despuéé de

. la inoculacidn, se extrajeron los higados para observar la
produccidén de abscesos. En la Tabla XII, se .muestra gue en.
"las clonas deficientes en fagocitosis, la produccién de

abscesos fue menor (Vir )} en un 50% gque la de 1la " elona

parental (CA). La clona T-63, como la T-32, no produjeron

abscesos hepéticos. Por otra parte los abscesos producidos
por las clonas Fag fueron mds pequefios y Menos numerosos y

se encontraban localizados en el borde de uno de 1los

18bulos, mientras gque la CA produjo, en la mayoria de 1los
animales,abscesos generalizados en uno o dos de los lébulos
del higado. Estos resultados aportan una evidencia mds de

la relacidn gque existe entre la fagocitosis y la virulencia.
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TABLA XII. VIRULENCIA DE LAS MUTANTES FAG .

2.5 X 10°

trofozoitos de cada una de las c¢lonas, fueron
incculados en hamsteres jévenes.Los animales se sacrificaron
a los 8 dias y se registrd el nﬁmero de animalequue
presentaron abscesos hepdticos. Sé inocularon 4 hamsteres

por clona:



TABLA Xl

VIRULENCIA DE LAS MUTANTES FAG~™

CLONAS % VIRULENCIA
A 100.0
TH 22.0
T3 330
T32 0.0
T-42 14.0
T43 170
TS5 3.0
. T52 o 240
T63 | 0.0
T-71 19.0
T8I 19.0
82 22.0

T 47.0
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DISCUSION.

Entre las funciones celulares gque particina en el
mecanismo de agresién de gﬁ_histolxtica, se encuentran la
adhesién de la amiba a la célula blanco (Ravdin y col.,
1980), la colonizacién del tejido que invade, la posible
éecrecién de enzimas o toxinas gue faciliten su invasidn
(Lushbaugh y col., 1978), vy la fagocitosis (Chevez y col.;
1972b; Trissl y col., 1978; Orozco y cel., 1982, 1983.
Sudrez, 1983; Rodriguez y Orozco 1986). Esta dltima parece
ser un fendémeno determinante en el efecto citopdatico de E.
histolytica. Su importancia en la patogenicidad ha sido
apoyada por varios autores, gquienes han demostrado que
existe una correlacidn . directa entre el grado de
eritrofagocitosis y la patogenicidad de las cepas (Trissl vy
col., 1978; Orozco y col., 1980; Martinez-Palomo, 1980b:

Suarez, 1985; Rodriguez y Orozco 1986).

Las mutantes deficientes en fagocitosis proporcionan
una herramienta importante para dilucidar el papel que juega
este fendmeno en la virulencia amibiana. Rodriguez y Orozco
(1986), obtuvieron mutantes deficientes en fagocitosis
utilizando como mutageno el etil metano sulfonato (EMS)
(Orozco y col. 1985), el <cual es un agente guimico que'
produce mutaciones puntuales (Meuth y Arrand, 1982}, por lo
gque las mutantes obtenidas con este mutageno tienen una alta
posibilidad de revertir. Por otra parte, las mutaciones

puntuales pueden producir proteinas alteradas, mas que
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ausencia de éstas, por lo gque si se guieren utilizar como

controles negativos para localizar proteinas funcionales, es

mds conveniente obtener mutantes con deleciones grandes o

con ausencia de la proteina. Por lo anterior, se considerd

que seria de gran utilidad, en el estudio de 1la fagocitosis
amibiana, el obtener mutantes de E. histolytica deficientes
en fagocitosis, las cuales ademds de presentar un alto grado
de estabilidad, en comparacidn con las obtenidas con etil
nutano sulfonato, tuvieran deleciones imporiantes que

pudieran dar como resultado 1la ausencia de alguna de las

proteinas involucradas en la fagocitosis. Por esta razén, en
esta tesis, para obtener mutantes deficientes en fagocitosis
se utilizd como agente mutagénico, a un compuesto quimico
derivado de las acridinas, el ICR-170.Este compuesto produce
mutaciones que alteran el marco de lectura,lo que podria dar

como resultado la aparicidn de mutantes, entre 1las cuales

podria haber mutantes gque presentaran mutaciones en el marco
de lectura.

A) Sensibilidad de E. histolytica a ICR-170.

El efecto mutagénico de las acridinas se debe a due se
intercalan en el DNA estabilizando un mal apareamiento
durante la replicacidn, o la recombinacidén, 1lo cual produce

errores por adicidén o delecidn de bases (Ames, 1966; Drake,
1970). ICR~-170 es un compuesto heterociclico, con un alto
potencial carcinogénico, su capacidad mutagénica ha sido

determinada en sistemas de células de mamifero, como son las
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de la linea de ovario de hamster chino, linfoblastos

diploides humanos, y células de pulmén.

Durante el desarrollo de esta tesis se encontrd que el
efecto de ICR-170 sobre la clona A, cepa HM1l:IMSS, fue
aependiente de 1la dosis y del tiempo de exposicidn al
mutageno, yva gue a concentraciones mayores de 10 ug/ml, el
efecto de este compuesto sobre ia poblacién amibiana
aumentd, Los resultados obtenidos en este trabajo en
relacidén a la sensibilidad de E. histolytica al ICR-170,
concuerdan con los reportados para cé%ulas de ovario de
hdmster chino, y para linfoblastos humanos (0'Neill y c¢ol.,
1978), aunque la dosis gque se requiridé para obtener
mutantes de E. histolytica, fue 20 veces mayor que la
utilizada para las células de mamifero mencionadas
anteriormente. La menor sensibilidad de E. histolytica al
ICR-170, puede deberse a:

1) A que los eventos bioquimicos gque se requieren para la
mutacidén, tengan caminos diferentes en las amibas vy
las células de mamifero. -

2} A las diferencias existentes en los sistemas de
transporte de cada +tipo celular y a la diferente
permeabilidad de las membranas plasmatica y nuclear al-
mutageno, ©

3) A la diferente organizacidén del genoma amibiano.
Ademds de lo anterior,es necesArio‘tener en cuenta que

en algunos sistemas celulares gue han sido mutagenizados
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con acridinas, se ha utilizado dimetil sulféxido (DPMS0) como
disolvente del mutageno y se sabe gue este compuesto aumenta
la permeabilidad de la membrana plasmdtica (Xaden y col.,
1977), permitiendo un acceso mds fdcil del mutageno al
interior de la célula. Esto tal wvez explicaria la mayor
sensibilidad de las células de mamifero para ser
mutagenizadas por el ICR-170, puesto gque cen este trabajo no

se utilizdé al DMSO como disolvente.

B) Obtencidn de mutantes de E. histolytica resistentes a

emetina.

Los agentes mutagénicos, al interaccionar con los
sistemaé celulares, producen una serie de alteraciones en el
DNA, dgue repercuten en las funciones que una célula
normalmente realiza, produciendo cambios a nivel de una via

metabélica, que pucden expresarse fenotipicamente o no.

Algunas veces el cambic en una base, o en 1la bosicién
de ‘un gen, puede producir nuevas funciones en wumna célula,
tales como la resistencia a antibidticos, si la frecuencia
de aparicidn de mutantes con el nuevo fenotipo resistente
aumenta después de tratar a las células con un agente
guimico; esto implica gue el gquimico ha penetrado a la
célula e interaccionado con el DNA para producir el fenotipo
de resistencia a las' drogas. Para asegurar gue el ICR-170, a

la concentracidén de 20 ug/ml, estaba produciendo mutaciones

en los trofozoitos de E. histolytica, se decidid medir 1ia
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frecuencia de aparicidn de trofozoitos resistentes a un

antibidtico.

La emetina es una droga gque tradicionalmente se ha

utilizado para tratar a los pacientes con infecciédn amibiana

y existen, ademds, varios reportes con respecto a la
sensibilidad de las amibas a este compuesto (Grollman
y Jarkawsk, 1975). Por otra parte, en nuestro laboratorio

se ha utilizado esta droga come marcador genético y se
conoce la frecuencia de obtencidn de mutantes de
E. histolytica resistentes a la emetina, tanto espontdneas
como después de tratar a los trofozoitos con etil metano
sulfonato. Por lo tanto, se eligid la resistencia a emetina
como un marcador genético gue indicara si el mutageno estaba
actuando sobre los trofozoitos de la clona A, los cualés son

altamente sensibles a la droga (Herndndez, 1985).

(o] Efecto de la emetina sobre la clona A, cepa HM1l:IMSS.
Es _sabido que, la resistencia -de los . trofozoitos
amibianos a ciertos tipos de drogas, en especial a la

emetina, es menor cuando éstos crecen en agar semisdlido que
cuando se cultivan en medio liquido (Herndndez, 1985; Orozco
y col., 1985). Ademas, se sabe que a una concentracidn de -6
ug/ml de emetina, los trofozoitos de la elona A, -inoculados
en agar semisdlido, son incapaces de formar c¢olonias vy
mueren. Los resultados'obtenidos en este trabajo concuerdan

con los de Hernindez (1985), ya que. el ntGmero de colonias
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resistentes a emetina, obtenidas en agar semisdélido, se
incrementd cuandoc los trofozoitos se trataron previamente
con el compuesto ICR-170 en concentraciones mayores de 10
ug/ml. También se corrobord que los trofozoitos mostrarocn
mayor sensibilidad a la emetina, cuando se cultivaron en
medio semisdlido. Este hecho podria deberse a que en el agar
semisélido, 1la difusiédn de sustancias que pudiera
contrarrestar la accidn del compuesto se dificulten, o a que
al evitarse elvcontacto entre los trofozoitos, no se lleven
a cabo fendmenos de cooperacidn celular, que dieran como-

resultado una mayor resistencia de las células a las drogas.

D) Seleccidn de mutantes deficientes en fagocitosis a

partir de la clona A.

La estrategia de seleccidn de trofozoitos deficiéntes
en fagocitosis, c¢onsistid en buscar un protocolo que
permitiera eliminar a los trofozoitos altamente fagociticos
y aislar 1las clonas gque presentaran un grado menor de
fagocitosis éue'el de la cepa silvestre. . Después de que'los
trofozoitos de la clona A, se mutagenizaron con 20 ug/ml de
ICR-170, se dejaron segregar durante 24 hs, se sometieron al
tratamientoc de seleccidén, el cual comprendid la inteéraccidn
de los trofozoitos deficientes en fagocitosis, de acuerdo
al método descrito por Clarke (1978), para obtener mutantes
de motilidad en D. discoideum y modificado por Orozco, 1981

para E. histolytica, para obtener mutantes deficientes en

virulencia.
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Los trofozoitos gue sobrevivieron al primer protocolo
de seleccidn, fueron sometidos a dos tratamientos mas. Los
resultados, mostraron gue las subpoblaciones obtenidas
después de los otros tratamientos, presentaron una mayor
viabilidad, esto sugirié que los trofozoitos ingerian un
menor nimero de bacterias crecidas con BUAR después de cada
tratamiento, o bien, si las bacterias eran ingeridas, por
alguna razdén este compuesto analogoe de la timidina no era .
inqorporado en el DNA amibiano; esto podria deberse, si
fuera el caso, a una deficiencia en la enzima +timidina
kinasa. Sin embargo, los trofozoitos dé'las subpoblaciones
aislados después de varios tratamientos, presentaron
deficienéia en fagocitosis de eritrocitos humanos, lo que
sugiere que es mds  probable gque 1la resistencia de las
subpoblaciones a lps.subsecuentes tratamientos se deba a una

deficiencia de los trofozoitos en el proceso de ingestidn.

Por todo lo anterior, podemos concluir que, el método
. de obtencidn de mutantes amibianas deficientes en
fagocitosis, utilizando como mutageno ICR-l?OVy’EoﬁB método

de seleccidn el ya descrito, fue eficiente, ya que a partir

de 10 cultivos de trofozoitos, sobrevivientes a los tres
tratamientos de seleccién, 9 fueron deficientes en
faqociposis. Ademds de que la clona silvestre mostrd ser
altamente homogénea, va que cuando no se utilizd el

mutageno, no se pudieron obtener mutantes deficientes en

fagocitosis,
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E) Clonacidn.

Las subpoblaciones obtenidas déspués de mutagenizaf a
los trofozoitos, se inocularon en agar semisdlido para
obtener clonas, de acuerdo a la técnica  descrita por Gillin
Yy Diamond (1978). Despuds de 8 dias‘de postinoculacién, se
contd el nuimero de colonias aparentes a simple vista, se
contd .y se obtuvo 1la EFC. Todas las subpoblaciones
presentaron una EFC menor que la de la clona silvestre.
Estos resultados podrian sugerir que -existe una relacidn
entre la eficiencia para crecer en agar semisélido y la
velocidad de fagocitosis de los trofozoitos, 1lo gue
Significaria_que la capacidad de los trofozoitos para formar
colonias, aparentemente estd en relacidn con la virulencia

de las cepas amibianas, como habia sido postuladeo por Gillin

y Diamond (1978).

Sin /embargo,’\estudios realizados por Orozcc y col.
(1981), Sudrez (1983) y Rodriguez y Orozco (1986),
demostraron gque no existe una relaciénv directa entre
la capacidad de los trofozoitos, para formar colonias en
agar semisdélido y la virulencia de las cepas, yalque clonas
deficientes en virulencia, presentaron una EFC semejante a
la de la cepa silvestre. Ademds, revertantes virulentas vy

fagociticab, obtenidas a partir de la eclona L-6, la cual es

deficiente en fagocitosis y en virulencia, fueron incapaces

de formar colonias en agar semisdlido.
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Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este
trabajo, se podrian explicar sugiriendo que en el genoma de
E. histolytica los genes que codifican para la capacidad de
crecer en agar semisdlido y la velocidad de fagocitosis,
pudieran estar localizados cercanamente Yy, dado gque el
mutageno produce deleciones, éstas pudieron haber afectado

a ambos genes.

“F) Eritrofagocitosis.

La naturaleza hematdéfaga de E. histolvtica, ha sido
relacionada con 1la patogenicidad de este protoeozoario
(Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980; Rodriguez vy
Orozco 1986) y esta es una funcidn gque se ha utilizado como
un parametro para cuantificar el grado de virulencia de las

diferentes cepas.

Al medir el grado de eritrofagocitosis de las clonas
alsladas en esta tesis se encontrd,como se esperaba en base
a los resultados obtenidos con  las subpoblaciones
seledcionédés, que todas fueron deficientes eh fagocitosis.
Sin embafgo, hubo diferencias; entre ellas, por ejemplo, la
clona T-43, a los 5 minutos fagocitd un 60% de eritrocitos
respecto a la clona A; sin embargo, a los 10 min fagocitéd
menos del 50%. Esto podria deberse a qgue, el nuimeroc de
receptores disponibles en la superficie de los trofozoitos,
peodria ser menor que el de la cepa silvestre y al saturarse

c¢on los eritrocitos, éste disminuye conforme pasa el tiempo,
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por lo que su deficiencia es mds evidente a tiempos mayores
de 5 min. El resto de las clonas, mostraron ser deficientes

tanto a los 5 min como a los 10,

Una de las aportaciones de esta tesis, fue el disefiar
un método bioquimico para medir la velocidad de fagocitosis
de las clonas amibianas. Este nuevo método, permite evitarx
los errores del experimentador al contar el numero de
eritrocitos en el microscopio, lo gue permitidé obtener

resultados mas exactos y reproducibles.

G) Adhesidn.

El proceso de fagocitosis comprende, cuando menos,
dos fases:

a) La adhesidn de la particula a la superficie celular, y

b) La idintroduccién de dicha particula al citoplasma
amibiano. Se sabe que estos dos eventos son

relativamente independientes, como lo demuestran los
experimentos con diferentes cepas amibianas, en la que
los trofozoitos que presentan adhesidn semejante, como
es é} caso de las cepés HM1:IMSS, HMJ:IMSS, HK-9 'y 1la
clona L-6 tiene una velocidad diferente de

eritrofagocitosis (Orozco, 1981).

Asi, la deficiencia en fagocitosis mostrada por las
clonas aisladas en este trabajo, podria deberse. a una
deficiencia en la adhesidén a la célula blanco.Para comprobar

esto, se hicieron pruebas de adhesidn de los trofozoitos a
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eritrocitos y se encontrd que todas las mutantes fueron

deficientes en adhesidén a la célula blanco. Este fue un
resultado no esperado, ya que Sudrez {(1983) y Rodriguez y
Orozco (1986), reportaron que solc el 33% de 1las mutantes
deficientes en fagocitosis obtenidas con etil metano
sulfonato, fueron deficientes en adhesidn. No se tiene
ninguna explicacidn para los resultados obtenidos en esta
tesis, probablemente se deben al tipo de mutageno Jgque se
utilizd. Por lo que se sugiere gue enrestas clonas podrian
estar alteradas o ausentes las moléculas de 1la superficie
del trofozoito, especializadas en el contacto con la célula

blanco, reduciendo la adhesidn y, por tanto, la fagocitosis.

La clona T-43, avlos 5 min, presentd una eficiencia de
adhesién similar a la de la clona parental; pero, conforme
avanzd el tiempo de interaccidn, la deficiencia se hizo
aparente. Este comportamiento puede deberse, como se expuso
anteriormente, a que en la superficie del trofozoito exista
un nimerc bajo de receptores que se saturan rdpidamente y
esta deficiencia se hace mis aparente a tiempos mds largos.
La similitud entre el gradc de deficiencia en adhesién y
fagocitosis presentados por las clonas,confirma la relacidn
existente entre estos dos eventos, ya que para gue la-
ingestidn se realice eficientemente, se reguiere de una
adhesién especifica previa de los eritrocitos a la membrana

plasmiatica de la amiba.
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Todo lo anterior indica que la adhesidn es fundamental
en la fagocitosis amibiana. Sin embargo, Orozco y col.
(1982), mostraron que cepas amibianas de diferente grado de
fagocitosis, presentaron una eficiencia de adhesidn,
semejante a células de epitelio intestinal de cobayo, y a
células epiteliales de la linea MDCK. Por dltimo, Rodriguez
Yy ©Orozco (1986), sugieren gque la adhesién puede ser
considerada como un factor de virulencia secundario, ya que
su expresidén es necesaria para que se manifieste 1la
virulencia; pero, por si misma, no es suficiente para que

s& lleve a cabo la destruccidn celular por el pardsito.

La frecuencia de mutacidn para las clonas deficientes
en fagocitosis y on adhesién, fue de 4.].)(10—7 y estid dentro
de los valores reportados para otros marcadores - genéticos
en E. histolytica (Herndndez, 1985: Rodriguez y Orozco,
1986; Orozco 'y col., 1985) Y para otros sistemas
eucaridticos, (Gupta y Siminovitch, 1977). Ademds, el hecho
deA que sdélo se pudieran  aislar mutantes - de células
qué habian sido tratadas con el agente mutagénico ICR-170,
indica que la poblacidn de trofozoitos gque compone .a la
clona A, es una poblacién homogénea, climinando de esta
forma la probabilidad de que las mutantes gue se obtuvieron

sean variedades de E. histolvtica.

H) EFECTO CITOPATICO.

Con el objeto de obtener una evidencia mds sobre la

relacién entre el efecto citopdtico sobre células en cultivo
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v la velocidad de fagocitosis y la eficiencia de adhesidn se
midid la capacidad de los trofozoitos de las clonas mutantes
para producir dafioc sobre monocapas de células en cultivo de
la linea MDCK. Todas las clonas deficientes en adhesidn y
fagocitosis, tuvieron un efecto citopdtice menor (Cyp-} Qque
el de la clona silVestre, confirmindose de esta Fforma la
relacidén directa entre el efecto citopdtico de 1los

trofozoitos sobre células en cultivo y 1la fagocitosis

amibiana.
I) EFECTO CITOTOXICO.

También se caracterizé la capacidad de los extractos
amibianos de las clonas deficientes en fagocitosis, para
producir dafioc sobre células epiteliales en cultivo. De . las
12 clonas aisladas, ocho de éstas, presentaron una actividad
citotdxica igual que la clona A; y las tres clonas restantes
T-31, T-43 y T-63, presentaron una actividad tdéxica menor
gque la de la clona silvestre, y ademds gque 1la. clona T-31 y
T-63, no destruyeron la monocapa. No se sabe la relacién
gue exista entre los factores que producen la- actividaé de
toxina en los extractos amibianos y la fagocitosis de los
trofozoitos. Sin embargo, el hecho de que, al seleccionar
amibas deficientes en fagocitosis, se obtengan también
deficientes en actividad tdéxica, sugiere que podria haber
una relacién entre las moléculas gue participan en ambas

actividades, aunque no se ha encontrado una relacidn directa

entre la actividad de toxina y 1la patogenicidad de
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E. histolytica. La presencia de estas 3 mutantes
deficientes en "actividad de toxina" {(Tox-), en fagocitosis
y en efecto citopdtico podria sugerir que, de algin modo,
esta actividad estd involucrada en la agresividad amibiana

en la que, se cree, participan las proteasas.

1) VIRULENCIA in vivo.

La virulencia medida in vivo, se ha relacionado
directamente con dos propiedades de wvirulencia medidas in
vitro tales como la eritrofagocitosis y el efecto ecitopatico
(Ravdin y Guerrant, 1980; Orozco y col., 1980, 1983). Estas
dos propiedades podrian utilizarse como una forma de
diagnosticar la virulencia de cepas de E. histolytica y esta
misma relacidn, se pudo apreciar en las‘mutantes obtenidas,
ya que todas ellas fuercn deficientes en fagocitosis y en
efecto citopdtico y mostraron también ser menos virulentas
qué la clona parental, pues produjeron abscesos en una menor

.proporcién de animales inoculados - y fueron, ademds, mas

pequeiios.

DPe todo esto, podemos concluir gue la fagocitosis es
necesaria para gue se exprese la citopatogenicidad de 1las

cepas amibianas, tanto in vivo como in vitro.

De acuerdo a las caracteristicas fenotipicas de 1las
mutantes obtenidas durante el desarrollo de esta tesis, las
podemos agrupar en 2 grupos. Sin embargo, éstas presentan

4 caracteristicas en comin: deficiencia en fagocitosis,
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y estas clonas solo

adhesién, citopatia y wvirulencia
difieren en su "actividad de toxina"; de acuerdo a esto,
se construyd la siguiente tabla:
CLONA FAG ADH CYP TOX VIR
A + + + + +

T-1-1, T32, 731, 7-51 - -

T-52, T-71i, T-8l, T-82

T-42, T-43, T-63. -
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CONCLUSICNES

‘Considerando los resultados obtenidos en este trabajo,

se concluye que:

1)

2).

3)

4

5)

6)

Se establecieron “las condiciones oJptimas para. la

mutagénesis de Trofozoitos de E. histolytica con el

compuesto gquimico ICR-170.

El agente mutagénico ICR-170 mostrd én este sistema un
fendmenc de saturacidn y ‘disminucidn de la frecuencia
de aparicién de mutaciones, ya que,. a concentraciones
mayores de 15 y 20 ug/ml el incremento de la frecuencia

de la mutacidén es poco significativa.

La frecuencia . de mutacidn obtenida con el mutageno

ICR-170, fue de 6.2 X 107 9.

La clona A resultd ser una clona altamente homogénea,
vya que sdélo con la ayuda de un mutageno se pudieron

aislar mutantes deficientes en fagocitosis.
La fagocitosis parece sSer el evento mis importante para
que se expreée la agresividad del parésito, ya que

todas 1las mutantes deficientes en fagocitosis-

- resultaron ser avirulentas.

El efecto citopdtico sobre monocapas celulares de la

linea MDCK estd directamente relacionado con 1la
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virulencia, vya que todas las clonas deficientes
en fagocitosis, fueron incapaces de destruir esta

monocapa.

La virulencia in vive de los trofozoitos correlaciona
(r=0.9705) directamente,tanto con la fagocitosis como
con el efecto citopdtico medido in vitre. Por lo que
conociendo los valores de estas dos prOpiedadeé, es

posible predecir la virulencia de las cepas amibianas.

No se observd relacidn entre el efecto citotéxico con
la virulencia de las clonas obtenidas, por lo que se
sugiere gque la expresidén de esta prbpiedad no es
suficiente para gque se manifieste la virulencia

amibiana.
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APENDICE

SOLUCION SALINA ISOTONICA (SS) 0.89%

- NaCl 8.9 gr

Para un litro de agua destilada.

SOLUCION DE ALSEVER.

- Dextrosa 20.50 gr
- Citrato de sodio 8.00 gr
- Acido citrico 0.55 gr
-~ Cloruro de sodio 4.20 gr

pPH 6.1 en un litro de agua bidestilada.

MEDIO MINIMO (Para amibas).

- Tris=-HC1l 6.056 gr
- KCl 0.890 gr
2 2
- MgCl® 6H 1.626 gr
- Nac1 o 1.462 gr
- cac1? 0.220 gr
- Acido ascérbico 1.760 gf
- Cisteina 0.780 gr

PH 7 en 1 litro de agua bidestilada.

Medio de crecimiento (Para bacterias).
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