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RESUMEN

El objeto de este trabajo fue el estudio de l1a relacién que exis
te entre la adhesi6n, la fagocitosis y la virulencia de las cepas ami-
bianas.

Para la realizacidn de este objetivo se aislaron varias clonas
deficientes en adhesion y fagocitosis, utilizando la técnica descrita

por Clarke (1978) para mutantes de motilidad de Dictyostelium discoideum

y modificada por Orozco (1981) para obtener la clona L-6. La estrate-
gia consistié en alimentar a los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS y de
la clona A con bacterias E. coli cepa CR 34 crecidas en medio 56/2c su
plementado con 5-bromodeoxiuridina. Las amibas que ingirieron suficien
tes bacterias, incorporaron la BrdUr en su DNA, por lo que al ser irra
diadas con luz de longitud de onda de 310 nm el DNA amibiano se rompié
en donde la BrdUr se habia incorporado (Jones y Dove, 1972), y los tro
fozoitos que ingirieron una gran cantidad de bacterias murieron. La
subpoblacidn sobreviviente a este tratamiento, se tratd del mismo modo
por dos veces mas.

A partir de cada una de las subpoblaciones, sobrevivientes de cada
tratamiento se obtuvieron varias clonas. La obtencidén de estas clonas
se 1levd a cabo por crecimiento en medio semisdlido (Gillin y Diamond,
1978). La clonacifn se hizo con el fin de obtener poblaciones homogé-
neas. A partir del primer tratamiento se obtuvieron 18 clonas, del se
gundo 10 clonas y del tercero 7 clonas. A estas clonas se les probd su

adhesidn, eritrofagocitosis y virulencia.



1.- Adhesidn.

Los ensayos de adhesidn de las clonas se realizaron mediante la
técnica descrita por Garcia-Rivera y col., (1982) en la cual la sus-
pensidon de amibas (1 x Ioﬁlml) se incubé con la suspensidn de eritro-
citos (1 x 108/m1) en un bafio de agua hielo (0°C), por 5 min. A esta
temperatura sélo se lleva a cabo la adhesidn y no hay fagocitosis.
Posteriormente se fij6 la preparacién y se contrastd con diaminobenzi
dina (Novikoff y col., 1972). Posteriormente se contaron los eritro-
citos adheridos por amiba en 100 amibas y se obtuvo el promedio para
cada una de las clonas. A partir de los tres tratamientos se obtuvie-
ron 8 clonas deficientes en adhesifn, arbitrariamente se definid, que
clonas deficientes en adhesidn,eran aquellas que presentaban un prome

dio de eritrocitos adheridos menos que el 50% de la cepa silvestre.

2.- Eritrofagocitosis.

La eritrofagocitosis se ensayd mediante la técnica descrita por
Trissl y col., (1978), que consiste en incubar la suspensién de ami
bas (1 x loﬁfml) con la suspensidn de eritrocitos (1 x 108{m1} en un
bafio de agua a 37°C por 5 min. Al término del tiempo prestablecido se
agregd agua bidestilada para lisar los eritrocitos no fagocitados y se
fijo la preparacifn con glutaradehido, posteriormente se contrastaron
los eritrocitos con diaminobenzidina (Novikeff y col., 1972) y por il-
timo se contaron los eritrocitos fagocitados por amiba en 100 amibas
al azar para obtener el promedio de eritrocitos por trofozofto para ca-

da clona. De las clonas obtenidas de los tres tratamientos, 15 de ellas



fueron deficientes en fagocitosis, con un porcentaje menor del 50%

que la cepa silvestre.

3.- Virulencia.

La virulencia se midié in vivo en hamsters machos de aproxima-
damente 100 g de peso, a los cuales se les inocularon intraportalmen
te 250,000 trofozoitos, por hamster, para cada una de las clonas de-
ficientes. A los siete dias post-inoculacidn se sacrificaron los a-
nimales y se les revisd el higado.

La virulencia para las clonas deficientes en fagocitosis y en
adhesidén, fue en todos los casos menor que el de la cepa silvestre,
aunque se observd que para las clonas deficientes en fagocitosis el
promedio de virulencia era menor, que el de las clonas con deficien-
cia en adhesion. De todas las clonas probadas para virulencia, una
de ellas, obtenida de el tercer tratamiento, no fue virulenta. Las
clonas deficientes en fagocitosis fueron también deficientes en viru
lencia, por lo gue se sugiere que la fagocitosis es un factor impor

tante en el mecanismo de agresion de la amiba.



INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es el protozoario pardsito del hombre res-

ponsable de la amibiasis.

1.- Clasificacién taxondmica de E. histolytica.

La clasificacion taxondmica de E. histolytica se describe a con-
tinuacidn y se desglosan las caracteristicas mds relevantes de los gru

pos a los que pertenece: (Kudo, 1976: Singh, 1975).

TAXONOMIA DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Phylum: Protozoo
Subphylum:  Plasmodroma
Clase: Sarcodina
Subclase: Rhizopoda
Orden: Amoebida
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: histolytica

ET phylum protozoo se clasifica en dos subphylum: Plasmodroma Yy
Ciliophora. Al subphylum Plasmodroma pertenecen aquellos protozoos que

poseen de uno a varios nicleos de una misma clase.- La locomocidn de -



estos protozoarios se 1leva a cabo generalmente por medio de flagelos
o seudopodos, aunque la clase Sporozoa, perteneciente a este subphylum
carece de drganos de locomocidn.

El grupo de los plasmodroma estd subdividido en cuatro clases
Mastigophora, Sarcodina, Sporozoa y Cnidiosporidia. Algunas de estas cla
ses presentan endoesqueleto § exocesqueleto. La reproduccién sexual es
por singamia o automixis, la reproduccidn asexual es por escisidn binaria
o miltiple, por gemacién o plasmotomia. La mayoria de los Mastigophoros
y Sarcodinos son de vida libre, sin embargo Tlegan a encontrarse formas
pardsitas (Kudo, 1976).

Los miembros de la clase Sarcodina poseen una membrana exte na
comparativamente delgada y son capaces de formar seudfpodos, su citoplas
ma esta generalmente diferenciado en ectoplasma y endoplasma. La mayo
ria son uninucleados, aungue entre los amebidos, foraminiferos y miceto-
zoos se encuentran algunas formas multinucleadas. Las especies que viven
en agua dulce presentan vacuolas contrdctiles, pero éstas no se localizan
en las formas pardsitas o en aquellas que viven en agua de mar. E] en-
quistamiento es otra caracteristica comin a la mayoria de los Sarcodarios,
aunque en algunas especies no ha sido descrito (Singh, 1975).

La clase Sarcodina estd subdividida en dos subclases: Rhizopoda y
Actinopoda.

La subclase Rhizdpoda estd subdividida a su vez en cinco ordenes:
a) Proteomyxida.- con seuddpodos radiales; b) Mycetozoida.- con rizépo-

dos y formacidon de plasmodios:; c¢) Amoebida.- con lobdpodos y seudépodos:



d) Testdcida.- con testa de una sola cdmara y e) Foraminifera.- con
testa de una o mds cdmaras.

Los microoroanismos pertenecientes a el orden Amoebidacarecen de
membrana exterior gruesa, o testa rodeando el cuerpo. Este orden estd
compuesto por cuatro familias:

Naegleriidae.- Estos organismos son amibas difdsicas, es decir,
presentan en su ciclo de vida una etapa ameboide y una etapa flagelada,
siendo predominante la etapa ameboide. Estos organismos son en general
de vida libre.

Paramoebidae.- En este orden se encuentran amibas pardsitas y de
vida libre. Una de sus caracteristicas morfoldgicas es la presencia de
dos nlcleos.

Amoebidae.- Estos organismos se encuentran solo en fase ameboide,
y viven como formas libres en agua dulce o salada.

Endamoebidae.- Esta familia estd constituida por amibas pardsi-
tas que en su ciclo de vida presentan dos fases, la quistica y la trofo-
zoitica. Los trofozoitos son generalmente pequefios y viven en el canal
alimenticio de varios animales huéspedes. El enquistamiento es un fend
meno comin a esta familia y se multiplican por escisién binarja (Singh,
1975).

Los criterios que se han usado para establecer la divisidn taxond
mica en géneros y especies son: las caracteristicas nucleares: las ca-
racteristicas de los trofozoitos y quistes; la especificidad en cuanto

al huésped y la patogenicidad (Cervantes, 1980).



E. histolytica fue reconocida primeramente por Ldsch en 1875,
quién la encontrd en heces humanas y Glceras coldnicas (Singh, 1975).
Posterioremente Dobell encontré en 1919 cuatro especies de amibas co-

mensales; Entamoeba coli, lodamoeba butschlii, Dientamoeba fragilis y

Endolimax nana (Singh, 1975).

E1 ciclo de vida de E. histolytica es poco conocido, comparado
con el de otros pardsitos, puesto gue no se han descrito con detalle
sus estadios sexuales, y solo se sabe que este pardsito presenta una
fase trofozoitica y una quistica. E1 trofozoito es la forma invasiva
y presenta movimiento mediante seuddpodos, ademds presenta actividad
citotoxica y fagocitica. E1 trofozoito se alimenta del contenido in-
testinal y se reproduce por fisién binaria. Bajo condiciones apropiadas,
que hasta la fecha no estdn determinadas con exactitud pero que pueden
ser la presencia de ciertos productos metabdlicos, la presencia de cier-
tas bacterias, =1 amontonamiento o exceso de crecimiento, la desecacién,
la alcalinidad, la variacion en el pH y la baja temperatura, entre otros,
el trofozoito se puede diferenciar en quiste, la forma infectante (Singh,
1975). Estos gquistes pueden ser ingeridos con agua o alimentos contami-
nados. Después del paso de los quistes por el estémago y debido a los
cambios en el pH y en otros factores, se inicia el desenguistamiento.
Posteriormente se presentan diferentes estadios metaquisticos, hasta que
el trofozoito se desarrolla de nuevo en su habjtat comin, el colon (Cer-

vantes, 1980).



3.- Caracteristicas del gquiste y del trofozoito de E. histolytica.

a). Quiste.- La pared quistica estd estructurada por una malla fi
brilar compacta, con un grosor de 125-150 nm (Chdvez y col., 1978). Los
quistes presentan de uno a cuatro nicleos dependiendo de su madurez. El
tamafio del nicleo es de 4.23 ym, en promedio, en quistes mononucleados.
Se ha observado también una vacuola de glucdgeno, aunque en los estadios
iniciales del enquistamiento son abundantes l1os agregados de glucdgeno
(Chdvez y col., 1978). EI1 quiste presenta también un endosoma pequefio,
central o excéntrico. En el citoplasma se localizan cuerpos cromatoides
de formas variadas en las que se observa la presencia de cromatina pe-
riférica.

b). Trofozoitos.- El1 trofozoito mide en promedio 20 um; su nicleo
mide en promedio de 3.5 a 6 um; su ectoplasma es hialino y abundante y
se diferencia claramente del endoplasma, mientras que el endoplasma es
finamente granular, y ligeramente vacuolado, sin mitocondrias, ni pero-
xisomas (Martinez-Palomo y col., 1976). Tampoco presenta aparato de
Golgi, ni reticulo endoplasmico (Cervantes, 1980). En trofozoitos in-
vasores obtenidos directamente de pacientes con infeccién amibiana se
encuentran inclusiones en el citoplasma, como eritrocitos y detritus
celulares (Chevez y col., 1972). La cromatina periférica se observa en
pequefios grdnulos regulares distribuidos bajo la membrana nuclear, tam-
bién presenta un endosoma pequefio y central.

Los trofozoitos de E. histolytica son muy activos y consecuente-

mente consumen grandes cantidades de energia. Tradicionalmente se les



ha considerado como anaerocbios, dado que carecen de mitocondrias, ci-.
tocromo y ciclo tricarboxilico funcional. Sin embargo, recientemente
se ha demostrado que son capaces de consumir oxigeno cuando se les
proporciona (Weinbach y col., 1976). Las investigaciones del metabo-
lismo aerdbico de E. histolytica han dilucidado que los sustratos que
oxidan son: D-glucosa, D-galactosa, etanol, isopropanol, L-serina,
piruvato,NADH y NADPH (Weinbach y col., 1978). En la cadena transpor-
tadora de electrones se han identificado varios nucledtidos, aunque
alin se desconoce el Gltimo eslabon que transfiere los electrones al
oxigeno, se supone que no es un citocromo pues este organismo carece
de ellos.

Los trofozoitos de E. histolytica presentan produccidn explosiva
de seudbpodos romos, su movilidad es direccional, progresiva y monopd
dica. Su temperatura de crecimiento fluctua entre 33°C y 39°C. Se
cultiva axénicamente en el medio TY1-S-33 descrito por Diamond y col.
(1978). Hasta ahora no se ha logrado producir enquistamiento en culti
vos axénicos, sin embargo, se piensa que uno de los factores para el
estimulo del enquistamiento es el aumento en la taza de crecimiento

(Singh, 1975).

4.- Importancia del estudio de E. histolytica.

La importancia del estudio de E. histolytica se puede enfocar
desde dos puntos de vista:
a) Como el pardsito responsable de la amibiasis. Este padecimien

to varia desde la infeccidn asintomdtica del colon hasta la disenteria
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amibiana aguda. En ocasiones se presenta tambien la invasidn metastd-

sica de diferentes Grganos, siendo el absceso hepdtico amibiano la mas

comin, aunque también puede invadir el pulmdn, la piel y algunos otros

organos. E1 comienzo de la infeccidn es gradual y varia ampliamente

en intensidad, inicidndose con la colonizacidon de la submucosa intesti

nal. Los factores responsables de la invasién del pardsito no se cono

cen pero se ha propuesto que actividades enzimaticas tales como la acti
vidad colagenolitica de E. histolytica, jueguen un papel importante en

el mecanismo de agresidn de la amiba (Mufioz y col., 1982).

b) Como un pardsito con amplia distribucién geogrdfica. Actualmen
te se sabe que E. histolytica se localiza en regiones tropicales, sub-
tropicales y templadas, aunque es mds prevalente en regiones cdlidas.

Se asume ademas, que el 10% de la poblacion del mundo padece de amibia-
sis asintomdtica y el 15% de ésta sufre de amibiasis sintomdtica (WHO,
1969). En paises como México la incidencia de la amibiasis constituye
un problema de salud nacional, ya que se ha estimado que el 6% de la po
blacidn mexicana presenta reaccion seroldgica positiva a los antigenos
amibianos (Landa y col., 1972; Kagan, 1976; Gutiérrez y col., 1976).

La incidencia de la infeccifn depende principalmente de las condi-
ciones sanitarias de la comunidad. Los quistes, que son la fase infec-
tiva de este pardsito, son evacuados por el huésped en las heces, a par-
tir de donde pueden contaminar agua, vegetales y alimentos en general,
también pueden ser transmitidos por medio de moscas, cucarachas y otros

insectos. Otro factor importante de transmisidon es la manipulacion
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inadecuada de los alimentos, ya que al manipularios sin lavarse las ma-

nos se pueden transmitir los quistes.

5.- Cultivo de E. histolytica: Cepas y clonas.

El estudio sistemdtico de E. histolytica ha presentado grandes di-
ficultades, debido entre otras, a que hasta 1968 fué posible el cultivo
axénico de los trofozoitos (Diamond, 1968).

En 1925 Boech y Drbohlav's empleando un medio descrito por ellos,
realizaron los primeros cultivos de E. histolytica, aunque en ascriacion
con distintos tipos de bacterias (Singh, 1975). Posteriormente Reardon
y Jones en 1942 establecieron el primer cultivo monoaxénico de E. histo-
lytica (Singh, 1975). Hasta gue finalmente en 1968 Diamond describid
el medio apropiado para cultivar los trofozoitos de E. histolytica axé-
nicamente en medio TP-S-1. Posteriormente modificd este medio a TY1-S-
33 (ver apéndice) (Diamond y col., 1978), que es el que utilizan actual-
mente la mayoria de los grupos de investigacion.

E1 cultivo de las cepas de E. histolytica se ha establecido en el
laboratorio al aislar trofozoitos a partir de diferentes fuentes, como
por ejemplo: de heces fecales, Glceras coldnicas, abscesos hepdticos y
algunas otras. Al aislar los trofozoitos primero se cultivan en un me-
dio mixto de huevo-sangre, para permitir su adaptacidn al cultivo
( Robinson, 1968; De la Torre y col., 1974). Posteriormente los trofo-
zoitos se cultivan en combinacidn con una bacteria o con un flagelado,

para eliminar del medio los microorganismas presentes pero sin provocar
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un cambio brusco para los trofozoitos, a este medio de cultivo se le
1lama mono-axénico. Por Gltimo, se eliminan del medio Tos microorga-
nismos en asociacidon y los trofozoitos son crecidos axenicamente con

el medio de cultivo propuesto por Diamond y col., (1978).

En la siguiente tabla se presentanalgunas cepas de E. histoly-
tica y la fuente de la cual fueron obtenidas (Richard y col., 1966;

De 1a Torre y col., 1974).

_CEPA_ OBTENCION
HM1: IMSS Disenteria amibiana
HM2 : IMSS Lesiones ulcerosas del colén
HM3:IMSS Absceso hepdtico
100:NIH Disenteria amibiana

HK9 Disenteria amibiana
LAREDO Disenteria amibiana

Desde su aislamiento estas y otras cepas han sido mantenidas en
cultivo mono-axénico y axénico, por lo que es probable que Ta poblacidn
amibiana que compone dichas cepas sea heterogénea.

Gillin y Diamond (1978) describieron un método para obtener colo-
nias de trofozoitos de E. histolytica en agar semis6lido. Con este mé-
todo es posible obtener clonas amibianas provenientes de una sola célu-
la. Una de las ventajas de aislar clonas, es que el trazbajo experi-
mental se puede realizar con poblaciones homogéneas, también se pueden

seleccionar por medio de la clonacidn poblaciones con caracteristicas
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previamente determinadas.

6.- Virulencia de E. histolytica.

Los estudios realizados sobre la virulencia de las cepas amibianas
han demostrado que estas presentan diferente grado de virulencia. La ma
yoria de los investigadores han determinado la virulencia de las cepas
amibianas in vivo, por el dafio que causan los trofozoftos cuando se inocu
lan en el higado de hdmster (Phillips, 1973; Lushbaugh y col., 1978). Se
ha observado que en hdmsters recién nacidos las lesiones hepdticas produ-
cidas por Ta inoculacidn son progresivas hasta finalizar con la muerte de
los animales y que la sensibilidad tiende a disminuir con el aumento en

la edad de Tos animales (Martinez-Palomo y col., 1980a).

Algunos autores proponen que el cultivo axénico por tiempo prolonga
do disminuye la virulencia de las cepas amibianas (Bos y Van de Griend,
1977; Wittner y Rosenbaum, 1970; Mattern y Keister, 1977), y que es posi-
ble restaurar la virulencia de las cepas mediante el pase de los trofozol

tos a traves del higado de hdmster (Lushbaugh y col., 1978).

Diamond y col., (1974) en sus estudios sobre la virulencia de algu-
nas cepas de E. histolytica no encontraron ninguna relacidon entre el tiem
po de cultivo axénico y la pérdida o aumento de virulencia en las cepas
estudiadas. Orozco (1981) menciona también que no hay cambios claros en

la virulencia de las cepas con relacidn al tiempo de cultivo axénico.

No se han encontrado diferencias morfolfgicas ni bioguimicas entre
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las cepas de diferente virulencia, sin embargo, algunos autores han re-
portado que ciertas caracteristicas de superficie, presentan correla--
cidn directa con la virulencia de las cepas. Una de estas caracteristi
cas que correlaciona con la virulencia es el grado de eritrofagocitosis,
ya que las cepas mas virulentas presentan un mayor grado de eritrofago-
citosis (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980; Martinez-Palomo y
col., 1980b). Otra caracteristica de superficie que correlaciona direc-
tamente con la virulencia es la capacidad de los trofozoitos para destruir
células en cultivo (Lopez y Said-Ferndndez, 1980; Orozco y col., 1978,
1980). La adhesidn a la célula blanco es otra caracteristica de superfi
cie importante, aungue no se ha encontrado correlacidn directa con la vi
rulencia de las cepas amibianas (Garcfa-Rivera y col., 1982). La agiuti
nacién con lectinas del tipo de la concanavalina A, se ha reportado como
exclusiva de las cepas virulentas estudiadas hasta la fecha (Trissl y
col., 1976; Bos y Van de Griend, 1978). Sin embargo, otros autores men-
cionan que la aglutinaci6n con concanavalina A no correlaciona directa--

mente con la virulencia (Orozco y col., 1980).

De las propiedades antes mencionadas, la adhesién y la eritrofago-
citosis revisten especial interés en el estudio de los factores de viru-

lencia de las cepas amibianas.

7.- Adhesi6n.

Ha sido demostrado que existen carbohidratos en la superficie de
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los microorganismos patdgenos involucrados en la adhesidn especifica a

1a célula blanco (Strauss y col., 1970; Robbins y col., 1980; Bracha
y col., 1982).

En el caso de E. histolytica ha existido controversia en relacion
a si el contacto directo entre el trofozoito y 1a célula blanco es
necesario para que se 1leve a cabo la destruccidn celular; algunos au-
tores mencionan que el contacto directo entre la amiba y la célula blan
co es determinante para provocar dafio celular (Jarumilinta y Kradolfer,
1964; Eaton y col., 1969, 1970; Knight, 1977; McCauld y Bird, 1577;
Orozco, 1978). Sin embargo, otros autores mencionan que no es neceso-
rio el contacto directo entre la amiba y la célula huésped, ya que la
amiba puede secretar enzimas tdxicas que destruyen a las células cuando
se difunden a través del medio en que se encuentran, (Artigas y col.,
1966; Chévez y Segura, 1974; Takeuchi y Phillips, 1975; Ravdin y col.,
1980). Orozco (1978, 1981) ha descrito que la adhesidn es el primero
de los eventos de la agresidn de la amiba a la célula blance, aunque, la

adhesidn no esuna propiedad exclusiva de las amibas patdgenas.

8.- Eritrofagocitosis.

La actividad histolitica y la capacidad eritrofdgica son dos fend-
menos fundamentales en la naturaleza patogena de E. histolytica: la pri-
mera estd probablemente relacionada con los procesos enzimdticos y la se

gunda con la ingestion y nutricién del microorganismo (Chévez y col., 1972).
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E. histolytica muestra gran selectividad para la ingestifn de eritrocitos
humanos, aun cuando también incorpora eritrocitos de otras especies, fa-
gocita, si existen, bacterias del medio de cultivo, e inclusive ingiere

restos amibianos (Artigas y col., 1966; Chévez y col., 1972).

La eritrofagocitosis ha sido considerada tradicionalmente por varios
autores como prueba para la identificacién de E. histolytica (Wilcocks y
Manson, 1972; Zaman, 1970). Sin embargo, estudios realizados por_utros
grupos de investigacién (Pizzi, 1956; Shaffer y Ansfield, 1956 Rabinovitch
y de Stefano, 1971; Triss] y col., 1978), han demostrado que otras espe-
cies amibianas diferentes de E. histolytica son capaces de ingerir eritro-

citos.

Una estrategia adecuada para definir el papel gue el grado de fago-
citosis de las cepas amibianas juega en la virulencia, serfa el ajslamien
to de mutantes deficientes en fagocitosis y el estudio de la virulencia

de estas mutantes.

Orozco (1981) a partir de la cepa HM1:IMSS altamente fagocitica y
virulenta aislé una clona amibiana deficiente en fagocitosis. Esta clona,
L-6, resultd ser deficiente en virulencia. Sin embargo, una sola mutante
deficiente en fagocitosis es insuficiente para establecer la relacidn de
este proceso con la virulencia amibiana, por lo cual es necesario obte-
ner un mayor nimero de mutantes de E. histolytica que presenten deficien-
cia en Tos procesos de fagocitosis y adhesién para caracterizar estos e-
ventos y definir si realmente estdn involucrados en la virulencia amibia-

na.
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OBJETIVOS

E1 objetivo del presente trabajo fue la obtencidn de un grupo de ~
mutantes deficientes en fagocitosis y adhesién a partir de la cepa

HM1:IMSS y de 1a clona A, ambas altamente fagociticas y virulentas.

Una vez obtenidas estas mutantes, se caracterizd:

a) La relacifn de la fagocitosis con la virulencia de las cepas

amibianas.

b) La relacidn de la adhesidn con la fagocitosis y con la virulen-

cia amibiana.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Mantenimiento de las cepas amibianas.

Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS, de 1a clona A y de las clonas
deficientes en adhesibn y en fagocitosis, obtenidas en este trabajo, se
cultivaron axénicamente a 37°C en el medio TY1-5-33 descrito por Diamond
y col., (1978). E1 medio se suplementé con, 15% de suero bovino (Bio--
fluids) inactivado a 56°C durante 30 minutos en bafio Maria, mezcla de
vitaminas (3%) y antibiéticos, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(0.71 ug/ml).

Los cultivos en fase logaritmica de crecimiento (1.1 a 2 x 10° ami
bas/ml) se incubaron en agua-hielo durante 5 a 10 min para despegar las
cédlulas de las paredes del tubo. Los tubos se agitaron suavemente y se
inocularon entre 0.01 a 0.2 ml de la suspensi6n amibiana en tubos de 16x
125 mm con tapa de rosca, conteniendo 12 ml de medio TY1-5-33 suplementa
do con la mezcla de suero, vitaminas y antibifticos. Los tubos se incu-
baron a 37°C durante 72 a 96 hrs y se revisaron en un microscopio dptico
invertido (01impus Tokio) y aquellos que se encontraban en fase logarftmi

ca de crecimiento se utilizaron para la resiembra o para experimentacion.

2.- Crecimiento de las amibas en medio semisdlido.

Se prepararon botellas Falcon de 40 ml con i1 ml de medio TY1-5-33

suplementado con suero, vitaminas y antibi6ticos. Las botellas Falcon se
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incubaron durante 30 min a 40°C en bafo Marfa. Posteriormente se agre-
garon 3.1 ml de agar (Difco) preparado al 5% (peso/peso) en medio TYl-
§-33 para obtener una concentracién final de agar en el medio de 0.48%.
Las botellas se agitaron vigorosamente hasta tener una mezcla homogénea
(6G1114in y Diamond, 1978). Previamente al paso anterior, los trofozoftos
en fase logaritmita de crecimiento se despegaron del tubo de cultivo en
agua-hielo, 1a suspensifn de trofozoftos se ajustd a 1 trofozofto/ul y
se incubd a 0°C hasta el momento de inocularlos en agar semisélido. Pre
via homogenizaci6n de la suspensién celular con pipetas Pasteur, =e sem-
braron los inGculos correspondientes que fueron entre 50 y 200 troforzof-
tos por botella. Las botellas inoculadas se agitaron para distribuir
los trofozoftos homogéneamente en el medio de cultivo y se incubaron en
agua-hielo por 10 min hasta que el agar solidific6. Posteriormente las
botellas se incubaron a 37°C por 4 a 7 dfas hasta que las colonias fue-
ron aparentes ¢ simple vista para contarlas y poder determinar la efi--
ctencia de formaci6n de colonias (EFC) calculada como: {Gillin y Diamond,

1978):

A ni
EFC Ho. ga trosozoitos %nocuiaaos x 100

3.- Cultivo de Bacterias.

Se utflizaron bacterias Escherichia coli cepa CR 34 Thy . Las
bacterias fueron estriadas con una asa de siembra en varias cajas con me
dio Lurfa, éstas se incubaron por 24 hrs a 37°C y se observaron para com

probar que la morfologfa de las colonias fuera de un sélo tipo. Las bac
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terias posteriormente fueron sembradas en medio 56/2 suplementado con
tiamina (Sigma), casaminodcidos libres de vitaminas (Difco) y glucosa
(Merck), a este medio se le 11amé Medio 56/2c. Con una asa de siem-
bra se tomaron dos colonias de Tas que se crecieron en medic Luria, y
se diluyeron en 1 ml de medio 56/2c. Por otra parte, se prepararon 3
tubos con tapa de aluminio, a uno de Tos cuales se le agregaron 10 ml
de medio 56/2c mds timidina (50 ug/ml, Sigma) y 0.1 ml de la suspen--
sifn de bacterias y por Gltimo un tubo que sirvié de blanco con medio
56/2c sin bacterias. Se incubaron en agitacidn a 37°C durante 24 hrs,
posteriormente se observaron para comprobar que el {(nico tubo con cre

cimiento fuera el que contenia timidina y bacterias.

Las bacterias se ajustaron a 1 x 10%/ml con medio minimo (MM)
(Gi1lin y Diamond, 1980) en un matraz nefelométrico, la densidad 6pti
ca se leyG en un fotocolorimetro Klett con filtro verde. Las bacte--
rias se ajustaron con MM a 30 UK que equivalian, de acuerdo a una
curva patrén previamente realizada. a una concentracidn de 1 x 10% bac

teria/ml.

4.- Aislamiento de poblaciones amibianas deficientes en fagocitosis.

Para seleccionar trofozoitos deficientes en fagocitosis se adapté
la técnica utilizada por Clarke(1978), para obtener mutantes de motili-

dad de Dictyostelium discoideum. Las bacterias i. coli se sembraron en

medio 56/2c suplementado con timidina (50 pg/ml). A las 24 hrs de incu
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bacidén a 37°C las bacterias se lavaron y se sembraron en medio 56/2c,
en el que la timidina se substituyé por bromodioxiuridina (50 ug/ml)
(Sigma) (BrdUr). E1 crecimiento de las bacterias se 1levé a cabo du-
rante 4 hs en agitacidn, a 37°C. Las bacterias se lavaron 2 veces
con medio 56/2 y se tomd una alicuota para ajustar a 1 x 10° hacte--
rias/ml en el MM suplementado con estreptomicina (0.71 pg/ml). Las
bacterias crecidas con timidina se denominaron B-Tim y las crecidas

con bromodioxiuridina B-BrdUr.

Por otra parte, las amibas en fase Togaritmica de crecimierto,
se lavaron una vez con MM, se ajustaron a 1 x 10° trofozoitos/ml e MM
y se mezclaron 0.5 ml de la suspensidn de amibas mds 0.5 ml de la sus-
pensidn de bacterias, la mezcla celular se incubo 3 hrs a 37°C para

permitir la fagocitosis de las bacterias por las amibas.

Las amibas se lavaron dos veces con MM suplementado con estrepto
micina (0.71 wupg/ml) y se sembraron en 12 ml de medio TY1-5-33c. Se in-
cubaron 24 hrs a 37°C, se lavaron nuevamente dos veces con MM y se re-
suspendieron a 0.5 x 10° trofozoitos/ml en MM. 2 ml de esta suspensidn
se pasaron a cajas de Petri de 35 mm de didmetro las tapas de las cajas
se invirtieron y se Tlenaron con solucidn de timidina (1 mg/ml) que
funciond como filtro de los rayos U V de longitud de onda menor de 310
nm. Las cajas se pusieron sobre hielo a una distancia aproximada de 4
cm, bajo una ldmpara Westinghouse UV que emite luz de longitud de onda
de 310 nm (Jones y Dove, 1972) y se irradiaron durante 2 hrs. Poste--

riormente las amibas se contaron, se lavaron y se sembraron en tubos
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con medio TY1-5-33.

Los trofozoitos viables se contaron cada 24 hrs hasta que los cul
tivos estuvieron en fase logaritmica de crecimiento. Al 1legar a este
punto se repitié el protocolo de seleccidn completo por dos veces mis.
Las poblaciones seleccionadas se clonaron en agar semisdlido, se ais--
laron varias clonas y se midio la eritrofagocitosis, adhesidn y vi--

rulencia.

5.- Eritrofagocitosis.

Los eritrocitos humanos se obtuvieron por puncidn venosa, en una
jeringa con solucidn anticoagulante de Alsever (Garvey y col., 1977).
Los eritrocitos se lavaron 3 veces con solucifn salina (NaCl 0.9%) y
se resuspendieron en medio TY1-5-33 a una concentracion de 1 x 10° eri
trocitos/ml, para ser posteriormente utilizados. Los trofozoitos de
las cepas HM1:IMSS, de l1a clona A de Tas clonas deficientes en fagoci-
tosis y adhesidn obtenidas en este trabajo, se desprendieron de los tu
bos por enfriamiento en agua-hielo y se ajustaron en el mismo medioc de
cultivo a 1 x 10° trofozoitos/ml. Los ensayos de fagocitosis se reali
zaron de acuerdo a la técnica descrita por Trissl y col., (1978). Los
tubos con 0.2 ml de la suspensidn de eritrocitos (1 x 10°/ml) y 0.2 m
de la suspensidn de amibas (1 x 10%/ml) se incubaron en bafioc Maria a
37°C para permitir la fagocitosis. A los 5 min se sacaron los tubos
del bafio Maria y se les agregaron 10 ml de agua bidestilada para lisar

los eritrocitos Tibres y adheridos a la superficie de los trofozoftos,
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pero no ingeridos. Después de 10 min de incubacifn con agua bidestila-
da a temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron por Z min en una
centrifuga clinica (IEC) a 360 x g. Las mezclas celulares se fijaron
con glutaraldehido al 2.5% en solucién salina amortiguadora de fosfatos
pH 7.3 (PBS), durante 30 min a 37°C. Posteriormente las preparaciones
se lavaron tres veces con solucifn salina (N§C1 0.9%) y por d1timo las
preparaciones se contrastaron con diaminobenzidina (Novikoff y col.,
1972). Los eritrocitos ingeridos por amiba se contaron en 100 amibas
al azar, con la ayuda de un microscopio Zeizz a un aumento de 160 x y

se obtuvieron promedios para cada tiempo y cepa.

6.- Adhesidn.

Los ensayos de adhesidn se realizaron de acuerdo a la técnica des
crita por Garcia-Rivera y col., (1982). Tubos con 0.2 ml de la suspen-
si6n de amibas (1 x 10°/ml) y 0.2 ml de la suspensién de eritrocitos hu
manos (1 x 10%/ml) se incubaron en un baho de agua-hielo para permitir
la adhesidn de los eritrocites a las amibas. A los 5 min, las mezclas
celulares se fijaron con glutaraldehido (2.5% en PBS) durante 30 min a
37°C. Posteriormente, las preparaciones se lavaron tres veces con solu
cidn salina (NaCl 0.9%) y se contrastaron con diaminobenzidina (Novikoff
y col., 1972). Los eritrocitos adheridos a la superficie amibiana se
contaron en 100 amibas al azar con la ayuda de un microscopio Zeizz a un

aumento final de 160 x y se obtuvieron promedios para cada cepa.



7.- Virulencia.

La virulencia de las clonas obtenidas en este trabajo se midié
in vivo utilizando hdmsters machos de aproximadamente 100 g de peso,
en los que se inocularon trofozoitos de las clonas seleccionadas a
partir de HM1:IMSS. En todos los casos se utilizd la clona A como

control.

Los hdmsters se pesaron, se anestesiaron con Anestesal (Norden
Méx.) (1 ml por cada 100 g de peso, de una solucién diluida en agua
destilada, 1:10) y se fijaron a una base de madera, después se les
rasurd el abdomen y se desinfectd con merthiolate, posteriormente se
practicd laparatomia por medio de una incisién de aproximadamente 4
cm para localizar la vena porta en la cual se inyectaron 250,000 tro-
fozoitos en 0.5 ml de medio TY1-S-33 sin suero, con una jeringa de 1
ml. Terminada la inoculacidn, se reacomodaron las viceras y se cerrd
1a incisién en dos planos, el muscular y el de la piel. Ocho dias
después los hdmsters se abrieron previa anestesia y se extrajo el hi-

gado para revisar si habia formacién de abscesos hepdticos.

24
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RESULTADOS

1.- Cultivos de bacterias.

E1 primer paso en los cultivos de bacterias E. coli cepa CR 34
Thy™ fue comprobar la pureza de los cultivos. Para ésto se verificé
que las colonias crecidas en medio semisélido Luria-Agar presentaran
morfologia semejante. Se tomd una sola de las colonias del cepario,
se propagb en medio 1iquido 56/2c y se resembrd en Luria-agar semi-
s61ido. Una vez que se comprobd que el cultivo formaba colonias ao
morfologfa uniforme, se resembrd una de las colonias en medio 56/2¢,
otra en medio 56/2c mds Tim, otra con medio 56/2c sin Tim y otra
mis con medio 56/2c mds BrdUr. Los cultivos de bacterias E. coli
cepa CR 34 Thy™ sembrada en medio suplementade con Tim presentarcn
buen crecimiento; mientras que cuando el medio se suplementd con BrdUr
el crecimiento fue menor. Sin embargo, las bacterias que fueron sem-
bradas en medio sin Tim ni BrdUr no presentaron crecimiento (Tabla I).
Estos resultados indicaron que los cultivos requieren de Tim en el me
dio para desarrollarse y que la BrdUr se incorpora en lugar de la Tim

aungue con una menor eficiencia.

Por otra parte, la morfologia de las bacterias crecidas en
BrdUr se utilizé como indicador de que éstas incorporaren la BrdUr en su
DNA. Al microscopio Optico las bacterias crecidas con BrdUr se obser-

varon con morfologia alargada en comparacidn con las bacterias crecidas
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TABLA 1

CRECIMIENTO DE E. COLI CEPA CR 34 TIM™

MEDIO COMPLEMENTO CRECIMIENTO
LURIA-AGAR  ==eee- o
56/2c *TIMIDINA 4+t
56/2¢c * BrdUr it

56/2c = o mmmm= emeea-
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en medio suplementado con Tim (Fig. 1).

2.- Seleccifn de trofozoftos deficientes en fagocitosis.

E1 método de seleccidn usado para el aislamiento de subpoblaciones
deficientes en fagocitosis esta basado en el esquema descrito por Clarke

(1978) para la obtencién de mutantes de motilidad de Dictyostelium discoi-

deum, sin embargo en nuestro sistema la mutagénesis no fué necesaria. El
esquema esta basado en la sensibilidad que presentan las amibas a la irra
diacién con luz cercana a la visible, después de incorporar en su DNA la
BrdUr que 1levaban las bacterias que ingirieron (Fig. 2). Se aisiaron,
de una poblacién altamente fagocitica y virulenta, E. histolytica (HMI1:
IMSS), varias clonas deficientes en fagocitosis eliminando a traves de la
irradiacién a las amibas que ingirieron una gran cantidad de bacterias
con BrdUr. En los ensayos de fagocitosis, adhesifn y virulencias de las
clonas seleccionadas se utilizé como control la clona A, que fue obtenida

sin tratamiento previo de seleccifn por Orozco (1982).

Los trofozoftos de 1a clona A y de Ta cepa HM1:IMSS en fase logarit
mica de crecimiento se incubaron con B-BrdUr y con B-Tim, durante 3 h a
37°C para permitir la ingestién de las bacterias por las amibas. Al térmi
no de las 3 h de incubacién las amibas se lavaron para descartar las bac-
terias no ingeridas y los trofozoftos lavados se incubaron en medio TY1-
S-33c durante 20 a 24 h para permitir la incorporacién de Ta BrdUr en el

DNA amibiano. Posteriormente los trofozoitos se irradiaron durante 2 h

con luz U V de 310 nm, se sembraron en TY1-5-33c y se incubaron a 37°C.
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FIGURA 1

Morfologfa de E. coli cepa CR 34 Thy

En el dibujo de la izquierda se muestra la morfologia
de las bacterias crecidas en medio 56/2c suplementado con timidi-

na, esta observacidn se realizd en un microscopio Zeiss a 40 x.

En el dibujo de la derecha se observa un esguema de las
bacterias crecidas en medio 56/2c suplementado con BrdUr, observa-
das al microscopio a un aumento de 40 x. En el cual es evidente el

alargamiento de las bacterias.
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FIGURA 2

Esquema de la obtencibén de trofozoitos deficientes en fagocitosis

(1)

Escherichia &Ii

CR34(Thy’)
/-\
37°C
(H ) , )/ t 3 hrs
CR 34 BrdUr E histolytica

()

5

Amibos con BrdUr
incorporado al DNA

&3

Amibas sin BrdUr en DNA

(Clarke;

1978) .

CR34-BrdUr

&,

Incorporacion de
BrdUr en DNA
Amibiana

/:mibos que fagocitaron 24 hrs.
bacterias BrdUr 37°C

Amibas deficientes
en fagocitosis

(05

Sobrevivientes

Amibas sin BrdUr
en DNA

3|O nm
2 hrs



30

Los trofozoitos viables se contaron a diferentes tiempos hasta que el

cultivo 11egd a fase logaritmica de crecimiento.

3.~ Sensibilidad de los trofozoftos de la cepa HM1:IMSS y de la

clona A al tratamiento de seleccién.

De acuerdo con nuestra hipftesis de trabajo los trofozoTtos més
fagocTticos de la cepa HM1:IMSS, perecerfan con el tratamiento de selec-
cibn, debido a 1a incorporacifn de una gran cantidad de BrdUr en el DNA
amibiano, lo que provocarfa la ruptura del mismo al ser irradiado con
luz de longitud de onda de 310 nm. Esto a su vez causarfa la muerte de

los trofozoftos en el momento de la divisifn celular.

En la Fig. 3 se observa que mientras los trofozoftos de la cepa
HM1:IMSS alimentados con B-Tim e irradiados con luz de 310 nm disminuye-
ron en menos de un orden de magnitud, los trofozoftos alimentados con B-
BrdUr e irradiados con luz de 310 nm disminuyeron aproximadamente cuatro
ordenes de magnitud (HM1:IMSS). Por otra parte los trofozoftos de la
clona A, alimentados con B-Tim y posteriormente irradiados, presentaron
un crecimiento similar a1 de los trofozoftos HM1:IMSS alimentados con
B-Tim, sin embargo, los trofozoftos de 1a clona A alimentados con B-BrdUr
e irradiados con luz de 310 nm fueron muriendc hasta que la poblacidn
desaparecid por completo. Esto sugiere que la totalidad de los trofozof
tos de la clona A, utilizados para este experimento (0.5 x 10°) fueron
sensibles al tratamiento, mientras que un nimero pequefio de trofozoftos

de la cepa HM1:IMSS fueron resistentes.
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FIGURA 3

Primera irradiacidn de E. histolytica (HM1:IMSS v clona A) con luz W

de 310 mm

Los trofozoitos de la clona A y de la cepa HM1:IMSS fueron
divididos en dos lotes iguales. Uno de los lotes se incubd con B-BrdUr
y el otro con B-Tim por 3 h a 37°C. 24 h después los trofozoitos se
sometieron a irradiacidn con luz de 310 nm por 2 h y posteriormente

fueron cultivados en medio TY1-S-33.

0 Trofozoitos de la clonaA alimentados con B-Tim e

irradiados con luz de 310 nm.

A Trofozoitos de la cepa HM1:IMSS alimentados con B-

Tim e irradiados con luz de 310 nm.

0 Trofozoitos de la cepa HM1:IMSS alimentados con B-

BrdUr e irradiados con luz de 310 nm.

- - Trofozoitos de la clona A alimentados con B-BrdUr

e irradiados con luz de 310 nm.
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4.- Efecto de una segunda jrradiacion sobre los trofozoitos de la

cepa HMI:IMSS.

Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS 1X que sobrevivieron al pri-
mer tratamiento de seleccidn fueron crecidos hasta fase logaritmica, y
posteriormente se sometieron a un segundo tratamiento. Los trofozoitos
una vez alimentados con B-BrdUr e irradiados con luz de 310 nm presenta
ron mayor resistencia a la segunda irradiacidn, después de la incorpora

cién de BrdUr, en comparacidn con la cepa silvestre HMI:IMSS.

En 1a Fig. 4 se muestran los resultados del segundo tratamiento,
los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS incubados con B-Tim e irradiados con
Tuz de 310 nm no presentaron disminucion significativa en la poblacion.
Las curvas de crecimiento (Fig. 4) muestran que los trofozoitos de la ce
pa HM1:IMSS 1X alimentados con B-BrdUr e irradiados con Tuz de 310 nm
disminuyeron en aproximadamente 3.5 ordenes de magnitud (HM1:IMSS 2X).
En esta segunda irradiacidn la poblacion de la clona A alimentada con

B-BrdUr y posteriormente irradiada desaparecio por completo nuevamente.

5.- Efecto de la tercera irradiacién sobre los trofozoitos de la

cepa HM1:IMSS.

Los trofozoitos sobrevivientes del segundo tratamiento, (HM1:IMSS)
se subcultivaron nuevamente hasta fase logaritmica de crecimiento y se

repitid el protocolo de seleccidn de interaccidn entre los trofozoitos
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FIGURA 4

Sequnda irradiacién de E. histolytica (HM1:IMSS y clona A) con luz

W de 310 nm

Los trofozoitos de la clona A y los trofozoftos sobrevivien-
tes del primer tratamiento de la cepa HM1:IMSS fueron divididos en.dos
lotes iguales. Uno de los lotes se incubd con B-BrdUr y el otro con
B-Tim durante 3 h a 37°C. 24 h después los trofozoftos se sometieron
a irradiacién con luz de 310 nm por 2 h y posteriormente fueron culti-

vados en medio TY1-5-33.

0 Trofozoitos de 1a clona A alimentados con B-Tim e

irradiados con luz de 310 nm.

A Trofozoitos de 1a cepa HM1:IMSS alimentados con B-

Tim e irradiados con luz de 310 nm.

0 Trofozoitos de la cepa HM1:IMSS 1x alimentados con

B-BrdUr e irradiados con luz de 310 nm.

- - - Trofozoitos de 1a clona A alimentados con B-BrdUr

e irradiados con luz de 310 nm.
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con B-Tim y B-BrdUr seguidas de la irradiacidn con luz UV de 310 nm.

En este G1timo tratamiento los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS
2X alimentados con B-BrdUr, presentaron una curva de crecimiento simi
lar a la de los controles positivos que en este caso fueron los tro-
fozoftos de la cepa HMI:IMSS y Tos de l1a clona A alimentados con B-
Tim e irradiados con luz de 310 nm (Fig. 5). La muerte de la poblacidn
tres veces tratada (HM1:IMSS 3X) fue menor a un orden de magnitud, por
lo que podria decirse que la sensibilidad de esta subpoblacién a la i-
rradiacién con Tuz de 310 nm, después de la incorporacidn de las 3-BrdUr
es semejante a la sensibilidad de los controles. La poblacién de 1. -
clona A tratada con B-BrdUr, nuevamente desapareci6 totalmente después
de la irradiacién. Los trofozoftos sobrevivientes a este tratamiento

(HM1:IMSS 3X) se subcultivaron en medio 1fquido TY1-5-33.

6.- Crecimiento en medio semisélido.

Se ha mencionado que existe una estrecha relacidn entre la patoge-
nicidad de las cepas amibianas y la capacidad de estas para crecer en me
dio semislido (Gillin y Diamond, 1978). Uno de los objetivos de este
trabajo fue estudiar la relacién que existe entre algunas propiedades de
superficie de los trofozoftos, como la fagocitosis y la adhesidn con la
virulencia de las cepas amibianas. Por otra parte, para la obtencién de
poblacidnes homogéneas con deficiencia en fagocitosis y/o adhesidn fue
necesario la clonacifn de las subpoblaciones seleccionadas a partir de la

cepa silvestre HM1:IMSS.
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FIGURA 5

Tercera irradiacién de E. histolytica (HM1:IMSS v clona A) con luz WV

de 310 nm

Los trofozoitos de 1a clona A y los trofozoitos sobrevivien-
tes del segundo tratamiento de la cepa HM1:IMSS fueron divididos en
dos lotes iguales. Uno de los lotes se incubd con B-BrdUr y el otro
con B-Tim durante 3 h a 37°C. 24 h después los trofozoitos se sometie
ron a irradiacidn con luz de 310 nm por 2 h y posteriormente fueron

cultivados en medio TY1-5-33.

0 Trofozoitos de la clona A alimentados con B-Tim e

irradiados con luz de 210 nm.

'y Trofozoitos de 1a cepa HML:IMSS alimentados con B-

Tim e irradiados con luz de 310 nm.

0 Trofozoitos de la cepa HM1:IMSS 2x alimentados con

B-BrdUr e irradiados con luz de 310 nm.

- - Trofozoitos de la clona A alimentados con B-BrdUr e

irradiados con luz de 310 nm.
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Los trofozoitos sobrevivientes del primer tratamiento en fase lo-
garitmica fueron inoculados en medio TY1-S-33 - agar al 0.48% (Gillin
y Diamond, 1978), para comprobar si estas poblaciones obtenidas de los
distintos tratamientos eran capaces de crecer en medio semisdlido y asi
aislar varias colonias para probar su fagocitosis y adhesidn a eritro-
citos humanos. A lossiete dias post-inoculacidon de los trofozoitos, las
botellas Falcon con agar se revisaron y se contd el nimero de colonias
visibles a simple vista para obtener la EFC. A partir de la poblacidn
HM1:IMSS 1X se aislaron dieciocho colonias al azar, las cuales fueron
subcultivadas en medio 1iquido TY1-S-33c hasta fase logaritmica y pos-
teriormente crecidas para realizar los ensayos de adhesidn, fagocitosis
y virulencia. La EFC para la subpoblacidn obtenida a partir del primer
tratamiento de seleccion HM1:IMSS 1X, fué de 49.7% como se observa en
la Tabla II. Las poblaciones sobrevivientes de la segunda y tercera irra
diacion (HM1:IMSS 2X y HM1:IMSS 3X), mostraronuna menor EFC en medio se-
misdlido. Aparentemente, la capacidad de los trofozoitos para formar co
Tonias en medio semis6lido fue disminuyendo conforme aumentd el nimero
de tratamientos. La EFC de las tres subpoblaciones fue menor que el de

la cepa silvestre HM1:IMSS (Tabla II).

7.- Eritrofagocitosis.

La fagocitosis se ha considerado tradicionalmente como un pardmetro
para determinar la patogenicidad de las cepas amibianas (Chévez y col.,

1972). Sin embargo, se ha demostrado que otras especies amibianas dife--
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TABLA II

CRECIMIENTO EN AGAR SEMISOLIDO DE E. HISTOLYTICA (HM1:IMSS)

CEPA EF & No. DE EXPERIMENTOS *
HM1:IMSS 69.0 % 6
HM1:IMSS 1x 49.7 % 6
HM1:IMSS 2x 42.1 % 6
HM1:IMSS 3x 38.3 % 6

* Cada experimento se realizd por duplicado.
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rentes a E. histolytica son capaces de ingerir eritrocitos (Pizzi, T.,
1956; Shaffer, J. G., y Ansfield, J., 1956; Trissl y col., 1978) y

que cepas de E. histolytica de baja virulencia también ingieren eritro
citos humanos aunque con menor eficiencia (Trissl y col., 1978; Orozco
y col., 1980). E1 objeto de este trabajo fue presentar mayores eviden
cias de que el grado de eritrofagocitosis es un factor determinante en

la virulencia de las cepas de E. histolytica.

Las clonas obtenidas de los diferentes tratamientos de seleccidn
fueron ensayadas para medir su grado de eritrofagocitosis con la técni-
ca descrita por Trissl y col , (1978) como se describif en la seccifn
de Materiales y Métodos. Cada clona se ensayd cuando menos tres veces
por duplicado y se obtuvieron promedios de eritrocitos/amiba, después de
contar los eritrocitos ingeridos en 100 amibas. Se definid arbitraria-
mente que una clona era deficiente en fagocitosis cuando el nimero pro-
medio de eritrocitos ingeridos por amiba, en cuando menos tres experi--
mentos independientes, resultd ser el 50% o menos que el nimero promedio
de eritrocitos ingeridos por los trofozoitos de la cepa silvestre HMI1:

IMSS.

En l1a Tabla III se observan los resultados de la eritrofagocitosis
de las clonas obtenidas a partir de el primer tratamiento. En estos
experimentos el 33% de las clonas aisladas fueron deficientes en eritro-
fagocitosis en comparacién con la cepa silvestre, 33.3% mostraron un gra

do de fagocitosis intermedio entre las deficientes y la cepa silvestre y



TABLA 1III

ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS AISLADAS A PARTIR DE HM1:IMSS 1x*

CLONA ERITROCITOS/AMIBA

HM1:IMSS 9.02
1 5.25

2 521

3 6.04
3.89

5 5.4

6 3.96

7 4.86

8 9.0

1 9.04

2 3.22

3! 3.56

4! 8.92

5! 4.3
6' 3.25

7 13.0

8! 522

g 10.6
10" 4.97

* HM1:IMSS una vez alimentada con bacterias-BrdUr, e irradia-
da con luz de longitud de onda de 310 nm.
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el otro 33.3% mostrd una fagocitosis semejante a la de la cepa silves-
tre. En la Tabla IV se describen los resultados de la clonas obteni-
das a partir de la poblacidén HM1:IMSS 2X obtenida del segundo tratamien
to de seleccion. E1 90% de estasclonas fue deficiente en eritrofago-
citosis y el 10% mostrd una fagocitosis semejante a la de la cepa sil-
vestre. Por Gltimo los resultados de eritrofagocitosis de las clonas
obtenidas del tercer tratamiento, se muestran en la Tabla V. E1 42.85%
de las clonas fué deficiente en eritrofagocitosis en comparacién con

la cepa silvestre, el 44.4% mostrd un grado de fagocitosis interaedio
entre la cepa silvestre HM1:IMSS y las cepas deficientes en fagocitosis,
mientras que el 14.2% presentd un grado de fagocitosis semejante al de

la cepa silvestre HM1:IMSS.

8.- Porcentaje de células no fagociticas.

En la Tabla VI se muestran los resultados obtenidos para las clo-
nas que fueron seleccionadas por presentar fagocitosis y adhesion defi-
cientes. En cada una de estas clonas se contaron los trofozoitos que no
fagocitaron ningdn eritrocito durante el tiempo de interaccién. El1 por-
centaje de células no fagociticas varié para cada clona, fluctuando en-
tre el 10% y el 50%.De la cepa HM1:IMSS, s6lo el 5% de los trofozoitos no

ingirieron eritrocitos después de 5 min de incubacidn a 37°C.

9.- Adhesidn.

La virulencia de las cepas amibianas estd determinada por una se-



TABLA IV

ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS ATSLADAS A PARTIR DE HMI1:IMSS-2x*

CLONA ERITROCITOS/AMIBA

HM1: IMSS 8.97
1 4.37
2 3.47
3 3.24
4 4.39
5 3.65
6 7.08
7 3.58
8 3.65
9 4.17
10 4.08

* HM1:IMSS dos veces alimentada con bacterias-BrdUr e irradiada
con luz de longitud de onda de 310 nm.
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TABLA V

ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS AISLADAS A PARTIR DE HML:IMSS

IR

CLONA ERITROCITOS/AMIBA
HM1:IMSS 7.66

2 5.96

3 2.96

5 5.93

6 5.07

7 7.29

8 3.48

9 3.75

* HM1:IMSS tres veces alimentada con bacterias-BrdUr e irra-
diada con luz de longitud de onda de 310 nm.



TABLA VI

PORCENTAJE DE CELULAS NO FAGOCITICAS

CLONA % CEL. NO FAG.

HM 1 : IMSS 5 %
BU,2 17.36%
BU,4 42
BU,6 52 %
BU2" 16 2
BU,3" 3% %
BU,5" 37 %
BU,10 149
BU, 2 29 %
BU,4 16 %
BU,5 P
BU,7 32.6 %
BU,8 38 %
BUS2 20 3
BU.3 2734
BU.6 23.3 %
BUs8 18.6 2
BU,9 25.3 %

43
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cuencia de eventos, entre otros, la adhesidn, la destruccidn celular y
la fagocitosis. Se considera que la adhesidn es el primero de los even
tos que se llevan a cabo durante el mecanismo de agresidn de la amiba,
ya que es necesario que el trofozoito se adhiera a la célula blanco, pa

ra posteriormente fagocitarla o destruirla.

Con el objeto de saber si la deficiencia en eritrofagocitosis,
que presentarcn algunas de las clonas aisladas en este trabajo, se de-
bia a una falla en la superficie de los trofozoitos que impidiera su
adhesidn a los eritrocitos, se realizaron ensayos para medir la eficien
cia de adhesifn de las clonas deficientes en fagocitosis. En la Tabla
VII se muestran los resultados obtenidos para cada una de las clonas
aisladas a partir del primer tratamiento de seleccidon. De las 18 clo-
nas obtenidas de este primer tratamiento, el 38% fueron deficientes en
adhesién. Los resultados son el promedio de la cuenta de los eritroci-
tos adheridos a 100 trofozoitos después de 5 min de incubacién a 0°C de

la mezcla celular.

Los resultados obtenidos de los ensayos de adhesidn a eritrocitos
de las clonas aisladas a partir del segundo tratamiento se muestran en
la Tabla VIII. De estas clonas sGlo el 10% fue deficiente en adhesidn.
Los resultados de los experimentos realizados para las clonas obtenidas
a partir del tercer tratamiento se presentan en la Tabla IX, el 57% de

estas clonas adhirié un menor nimero de eritrocitos humanos que la cepa
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TABLA VII

ACHESION A ERITROCITOS DE LAS CLONAS AISLADAS A PARTIR DE
HM1:IMSS-1x*

CLONA ERITRCCITOS/AMIBA

HM1: IMSS 10.38
1 4.97

2 7.06

3 3.57

4 7.0

5 9.1

6 7.89

7 5.7

8 4.03

1} 6.32

2! 2.55

g 2.2

4’ 7.22

5' 3.46

6' 319

7t 7.8

8' 5.83

9 7.7

10' 5.47

HM1:IMSS una vez alimentada con bacterias-BrdUr e irradiada
con Tuz de longitud de onda de 310 nm.
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TABLA VIII

ADHESION A ERITROCITOS DE LAS CLONAS AISLADAS A PARTIR DE
HM1:IMSS-2x*

CLONA ERITROCITOS/AMIBA

HM1: IMSS 8.97
1 11.11
2 5.84
3 6.98
4 4.33
5 8.49
6 11.51
7 7.6
8 7.72
9 8.73
10 8.71

HM1:IMSS dos veces alimentada con bacterias-BrdUr e irradia
da con luz de Tongitud de onda de 310 nm.



* TABLA IX

ADHESION A ERITROCITOS DE LAS CLONAS AISLADAS A PARTIR DE

HM1:IMSS-3x*

CLONA ERITROCITOS/AMIBA
HM1:IMSS Tl

2 9.3

3 8.38

5 5.31

6 4.3

7 6.74

8 5.33

9 6.97

HM1:IMSS tres veces alimentada con bacterias-BrdUr e irra-
diada con luz de longitud de onda de 310 nm.

47
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silvestre; sin embarge, de acuerdo al criterio arbitrario, definido
anteriormente que para considerar una clona deficiente en adhesion o
en fagocitosis ésta debe presentar cuando menos el 50% de deficiencia
en comparacidon con la cepa silvestre, ninguna de estas clonas es de-
ficiente en adhesion. Estos resultados sugieren que la deficiencia
en fagocitosis de algunas de las clonas seleccionadas se debe a que
presentan una menor eficiencia en la capacidad de adherir eritrocitos

humanos que la cepa silvestre HM1:IMSS.

10.- Virulencia.

La virulencia de las cepas amibianas es un fendmeno en el que

aparentemente estdn involucrados una serie de factores y propiedades

de superficie de los trofozoitos. Entre las propiedades de superficie
de los trofozoitos que se han relacionado con la virulencia, se encuen
tran la capacidad de los trofozoitos para aglutinar con lectinas del tipo
de la concanavalina A (Bos,H.J.y Van de Griend, 1973; Trissl y col.,
1976), la adhesidn a diferentes tipos de c&lulas(Orozco, 1981: Garcfa-
Rivera y col., 1982) y el grado de eritrofagocitosis (Trissl y col.,

1978; Orozco y col., 1982), entre otros.

E1 objetivo que se planted en este trabajo fue el estudio de la
relacién que existe entre la adhesién y la fagocitosis, con la virulen
cia de las cepas amibianas. Por lo tanto, las clonas seleccionadas por

su deficiencia en adhesidn y fagocitosis, se subcultivaron hasta fase
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logaritmica para ser posteriormente inoculadas en hdmster de aproximada-
mente 100 g de peso. Se prepararon lotes de 5 hamsters por clona, para
medir su virulencia. Los trofozoftos fueron incculados intraportalmente
en un volumen de 0.5 ml de metio TY-1-5-33. A los siete dfas post-inocu
lacion los animales fueron sacrificados, bajo anestesia, para examinar
los higados y el grado de las lesiones se clasificd arbitrariamente como
a) microabscesos, cuando a simple vista el higado se observa sano, pero
al examinarse con una lupa se observan pequefios puntos de infeccién ami-
biana (Fig. 6-A); b) abscesos pequefios, cuando a simple vista se obser-
ban pequefios puntos de infeccidn (menores de 1| mm) y ademds estos puntos
eran muy dispersos sobre la superficie del higado (Fig. 6-B); c¢) absce-
sos medianos, los puntos de infeccidn eran un poco mayores (1 mm aproxi-
madamente) aunque seguian siendo dispersos sobre la superficie (Fig. 6-C);
d) abscesos grandes, los puntos de infecci6n eran mayores de 1 mm y cu--
brian una mayor parte de la superficie del higado (Fig. 6-D) y e) absce-
sos generalizados, la infecci6n amibiana casi cubria por completo el higa

do, observandose la superficie en casi su totalidad afectada (Fig. 6-C).

En T1a Tabla X se observan los resultados de la medicidn de la viru-
lencia obtenidos para cada una de las clonas elegidas por su deficiencia
en fagocitosis y/o adhesidn. La virulencia de las clonas obtenidas a
partir de la poblacién HM1:IMSS 1x fue generalmente baja, a excepcidn de
la clona BU; 10, la cual mostrd la mayor virulencia. Sin embargo, las le

siones producidas por trofozoitos de estas clonas, cuando las produje--
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TABLA X

VIRULENCIA DE CLONAS DE E. HISTOLYTICA (HM1:IMSS)

CEPA *HA/HI éfggggEEBS CAES&TE;;EE;SQS DE
BU, 2 1/5 20% Medianos

BU, 4 1/5 20% Medianos

BU.6 3/5 60% Microabscesos
BU,2' 2/5 40% Medianos
BU,3' 1/5 20% : Pequefios
BU,5' 1/5 20% Medianos
BU,10 3/4 75% Microabscesos
BU,2 2/5 40% Pequefios

BU.4 5/8 62% Grandes

BU.5 2/5 40% Microabscesos
BU,8 4/10 40% Medianos

BU,2 2/5 40% Microabscesos
BU,3 0/5 0  ceeememee-
BU;6 6/10 60% Medianos
BU,8 3/5 60% Microabscesos
BU,9 5/10 50% Medianos
Clona A 16/18 90% Generalizados

BU; Clonas seleccicnadas a partir de la poblacién HML:IMSS 1x
BU, Clonas seleccionadas a partir de la poblaci6n HM1:IMSS 2x
BU; Clonas seleccionadas a partir de la poblacién HM1:IMSS 3x
* Hamsters con absceso/hdmsters inoculados.
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jeron, fueron en su mayoria leves aun en el caso de la clona BU, 10.

La virulencia de las clonas obtenidas de la segunda irradiacién
fue semejante, ya que la mayoria de ellas produjo abscesos en el 40%
de los hdmsters inoculados, a excepcion de la clona BU, 4 que produjo
abscesos en el 62% de los animales. Las lesiones producidas por estas
clonas fueron también en su mayoria leves, a excepcidn de la clona BU,

4 en la cual las lesiones fueron mds severas.

Las clonas obtenidas a partir de la tercera irradiacién produje-
ron abscesos en un porcentaje mayor de animales que en los casos ante
riores. Sin embargo, las lesiones producidas por los trofozoitos 2
estas clonas fueron minimas en todos los casos. En este dltimo lote se
obtuvo una clona no virulenta, en comparacién con la clona A, pues no

produjo abscesos en ninguno de Tos casos experimentales.
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DISCUSION

1.- Algunos factores de virulencia de las cepas amibianas.

La virulencia de E. histolytica es un proceso multifactorial que
involucra una serie de pasos, entre otros, la adhesidon de la amiba a
la célula blanco, la colonizacién del tejido que invade, la posible se
crecion de enzimas y/o toxinas que faciliten su invasidn y la fagocito
sis. En cada una de estos procesos participan a su vez una serie dé

factores, los cuales son, en general, desconocidos.

De entre las funciones celulares que participan en el mecanismo
de agresion de E. histolytica, la fagocitosis parece ser un fendmeno
determinante. Su importancia en la patogenicidad amibiana esta apoya
da por los reportes de varios autores, en los que se presentan eviden
cias sobre la correlacion directa entre la velocidad de eritrofagoci-
tosis y la virulencia de las cepas de E. histolytica (Trissl y col.,
1978; Orozo y col., 1980; Martinez-Palomo, 1980b). Por otra parte
también en amibas patdgenas de vida libre se ha descrito que la fagoci
tosis es uno de los procesos que participa en la invasidn de los tro-
fozoitos a los tejidos. Visvervara y Callaway (1974) encontraron que

los trofozoitos de Naegleria fowlerii 1levan a cabo la invasidn y des

truccidn del tejido cerebral por medio de la fagocitosis.

Es generalmente aceptado que la asociacién de los trofozoitos

con bacterias aumentan la patogenicidad de las cepas de E. histolytica
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(Bos, y Van de Griend, 1977; Wittner y Rosenbaum, 1970). Algunos re-
portes en la literatura indican que hay un incremento en la virulencia
amibiana cuando se asocian trofozoitos en cultivo con bacterias no pa-
tégenas y que por otra parte, el cultivo axénico prolongado de las ce-
pas amibianas disminuye la virulencia de éstas (Vicent y Neal, 1960;
Bos y Van de Griend, 1977). La virulencia de las cepas se incrementa
también cuando los trofozoitos son inoculados en el higado de roedores
y posteriormente subcultivados a partir de las lesiones que producen
(Lushbaugh y col., 1978). Es probable gue la asociacién de los trofo-
zoitos con bacterias y el pasaje de éstos a través del higado de roedo
res ejerzan una presidn selectiva a favor de las amibas mds fagocitiias

y mds capaces de colonizar el tejido hepdtico.

E1 método de aislamiento y el cultivo axénico prolongado podrian
ser los factores responsables de que los cultivos de las cepas amibia-
nas representaran una mezcla de células con diversos fenotipos de viru-
lencia, fagocitosis y otras propiedades, ya que no ha sido reportada
la clonacién de estas cepas. Por otra parte, no es posible descartar
la mutacién espontdnea en los cultivos amibianos, a través de su mante-

nimiento por largo tiempo en el laboratorio.

2.- Método de seleccidn de trofozoitos deficientes en fagocitosis.

Los objetivos generales de este trabajo fueron determinar el grado

de heterogeneidad que existe entre los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS
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y aportar evidencias de que el grado de fagocitosis de los trofozoitos
estd intimamente relacionado con la habilidad de éstos para colonizar
el higado de hamster. En este trabajo se ha analizado el papel de 1a
fagocitosis en la virulencia de E. histolytica a través de la seleccidn
de clonas deficientes en fagocitosis y de la determinacidn de la viru-
lencia de estas clonas. Los resultados cbtenidos muestran una correla
cion directa entre la virulencia y la velocidad de fagocitosis de las
clonas seleccionadas. Por otra parte, estos resultados indican qué la
cepa HM1:IMSS estd compuesta por una poblacidén en la que se encuentran
trofozoitos con diferente grado de eritrofagocitosis y de virulencia.
A partir de los datos presentados en este trabajo se puede concluir

que esta cepa es heterogénea.

E1 método de seleccidn de trofozoitos deficientes en fagocitosis
a partir de la cepa HM1:IMSS, altamente fagocitica y virulenta, fue
descrito por Clarke para la seleccidn de mutantes de motilidad de

Dictyostelium discoideum (Clarke,1978) y modificado por Orozco (1981)

para la obtencidn de la clona L-6 de E. histolytica que es deficiente
en fagocitosis. La estrategia de seleccidon de trofozoitos deficientes
en fagocitosis consistid en buscar un protocolo que permitiera eliminar
a los trofozoitos altamente fagociticos y aislar clonas que presenta-
ran un grado de fagocitosis menor que el de la cepa silvestre HM1:IMSS.
La eliminacién de los trofozoitos altamente fagociticos se llevé a cabo
cuando éstos se incubaron con bacterias E. EEli cepa CR 34 Thy creci-

das con BrdUr. Los trofozoitos que ingirieron un gran nimero de bacte-



rias, incorporaron en su DNA la BrdUr que 1levaban &stas, 1o que oca-
siond la ruptura del DNA amibiano cuando los trofozoitos fueron irra-
diados con luz de 310 nm. Esto, obviamente provocd la muerte de los

trofozoitos que ingirieron un gran nlmero de bacterias.

ET1 tratamiento sucesivo de los trofozoitos con el método de se-
leccidn (B-BrdUr + Tuz de 310 nm) mostré que las subpoblaciones obte-
nidas después de los diversos tratamientos presentaron cada vez mayor
resistencia a la irradiacion con luz de 310 nm. Estos resultados su-
girieron que la poblacidn amibiana varias veces tratada incorporaba
con menor eficiencia la BrdUr en su DNA, probablemente debido a que
la fagocitosis de las bacterias por los trofozoitos no era tan eficien
te como la de la cepa silvestre, o bien, podria ser que las bacterias
fueran ingeridas por los trofozoitos, pero la BrdUr por alguna razon
no fuera incorpor;da en el DNA amibiano. Aunque esta Gltima posibili-
dad no se probd directamente, el hecho de que las clonas aisladas a
partir de las subpoblaciones varias veces tratadas (B-BrdUr + luz de
310 nm) presentaran deficiencia en la fagocitosis de eritrocitos, indi
ca que es mds probable que la resistencia a la irradiacién con luz de

310 nm se deba a una deficiencia en el proceso de ingestion.

Por otra parte, la seleccidn de amibas resistentes al tratamien_
to (B-BrdUr + luz de 310 nm) a partir de un nimero de trofozoitos re-
lativamente pequefic (1.5 x 10°) sugiere que la cepa silvestre HM1:IMSS

presenta un alto grado de heterogeneidad. Esto se ve apoyado por el
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hecho de que a partie de la clona A, proveniente de la cepa HM1:IMSS,
no fue posible obtener trofozoitos resistentes al tratamiento en nin-
giin experimento. Por otra parte, la ingestion de bacterias crecidas
en timidina no sensibilizé a los trofozoitos a la irradiacién con luz
de 310 nm, ya que la disminucién de la poblacidn de los experimentos

control fue en todos los casos menor al 50%.

3.- Eficiencia del método de aislamiento.

La eficiencia del método de aislamiento de clonas de E. histolytica
deficientes en fagocitosis aumentd sensiblemente del primer tratamiento al
segundo tratamiento; puesto que en el primer tratamiento el 33% de clonas
aisladas fue deficiente en fagocitosis y en el segundo el 90%. Sin embar
go, la eficiencia del método bajé drdsticamente en el tercer tratamiento
en el que s6lo el 42.1% de las clonas aisladas presentd deficiencia en fa
gocitosis. Aunque no tenemos una explicacién clara de ésto, es probable
que los trofozoitos tipo silvestre presentes en la poblacién 2 veces irra
diada se multiplicara lo suficiente para abatir el porcentaje de células
deficientes en fagocitosis. Por otra parte, el nimero relativamente pe-
quefio de clonas aisladas a partir del tercer tratamiento podria explicar
parcialmente el hecho de que se obtuviera un porcentaje menor de clonas
deficientes en fagocitosis. Sin embargo, 1a clona con mayor deficiencia

en fagocitosis, se obtuvo a partir del tercer tratamiento.
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4.- BrdUr como agente mutagénico.

Ha sido reportada que la BrdUr puede ser un agente mutagénico en
células de mamifero (Ashman y Davidson, 1981). Sin embargo, en los expe
rimentos realizados en este trabajo es poco probable que las clonas de-
ficientes en fagocitosis hayan sido obtenidas por mutagénesis, ya gue
el tiempo de contacto de los trofozoitos con la BrdUr fue muy corto en
comparacidn con el tiempo en que este mutdgeno ha sido utilizado en o-
tros sistemas para obtener mutantes de células de mamifero. Ashman y
Davidson (1981) reportaron que para la obtencidn de mutantes de vna 17-
nea celular de melanoma de hamster Sirio con desequilibrio en las pozas
de deoxiribonucledtidos, fue necesario gue el cultivo estuviera en con-
tacto con aproximadamente 6 ug/ml de BrdUr durante 3 dias. Los trofo-
zoitos de E. histolytica solo estuvieron 2 horas en contacto indirecto
con la droga ya que ésta fué primero incorporada en las bacterias. Aun
gque la dosis que se anadid al medio de crecimiento de las bacterias fue
50 upg/ml, la mayoria de la BrdUr probablemente se quedd en el medio de
crecimiento de las bacterias y las amibas estuvieron en contacto sélo
con la droga que incorporaron las bacterias. Por otra parte, el nimero
de células que se utilizd por experimento para obtener las clonas defi-
cientes es relativamente pequefio para inducir mutantes. E1 argumento
mds fuerte para descartar la mutagénesis de los trofozoitos por el tra-
tamiento (B-BrdUr + luz de 310 nm) es el hecho de que a partir de la
clona A alimentada con B-BrdUr e irradiada con luz de 310 nm no fué po-

sible aislar clonas deficientes en fagocitosis.



59

5.- Crecimiento en medio semisdlido.

Gillin y Diamond (1978) reportaron que la capacidad de los trofo-
zoitos para crecer en medio semisélido presenta relacidn con la virulen
cia de las cepas amibianas. Por otra parte, Orozco y col., (1982) en-
contraron que la clona L-6 proveniente de HM1:IMSS y deficiente en viru
lencia y fagocitosis presentaba deficiencia por el medio semisélido re-
portado por Gillin y Diamond (1978). Sin embargo, Orozco (1981) encon-
tro que las cepas amibianas HK9 y HM3:IMSS de diferente virulencia, pre

sentaban un EFC semejante en medio semisdlido.

En este trabajo, se aislaron clonas deficientes en fagocitosis por
clonacidn en medio semisdlido. Los resultados de esta tesis muestran
que clonas deficientes en fagocitosis y en virulencia son capaces de cre
cer en medio semisdlido. La EFC de la cepa silvestre HM1:IMSS fue mayor
que la de las subpoblaciones sometidas al tratamiento de seleccidon. Sin
embargo, a partir de estos resultados no se puede afirmar que la dismi-
nucion de la EFC esté relacionada con los fenémenos de fagocitosis y vi-

rulencia.

6.- Eritrofagocitosis y adhesién.

El método de enriquecimiento y seleccidn de trofozoitos por inges
tidn de bacterias marcadas con BrdUr nos permitid aislar con eficiencia
clonas provenientes de la cepa HM1:IMSS con un menor grado de aritrofa-
gocitosis. Algunas de estas clonas fueron deficientes en adhesién (adh™)

y otras en ingestidn de eritrocitos (ing”). En cuanto a las clonas de-
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ficientes en ingestidn es fdcil pensar que si el trofozoito presenta po
ca habilidad para ingerir un tipo de particula como las bacterias, esta
falta de habilidad se manifestara también en la ingestidn de cualquier
otro tipo de particulas; como esferas de latex, eritrocitos, etc. En

el caso de el aislamiento de trofozoitos deficientes en adhesidn a eri-
trocitos, obtenidos por el método de seleccidn descrito en este trabajo,
en el que se utilizaron bacterias, la interpretacion de los resultados
es mis complicada. Se ha sugerido que los trofozoitos se adhieren a

las bacterias por receptores diferentes a los que participan en la adhe-
sion de eritrocitos (Orozco, 1981). Estos reportes se apoyan en ei hecho
de que la adhesidn a eritrocitos es inhibida por polimeros de N-Acetil
glucosamina, mientras que la adhesidn a cierto tipo de bacterias es in-
hibida por a-metil manosa (Orozco, 1981; Bracha y col , 1982). En la
cepa E. coli CR 34 Thy  no se ha probado la inhibicién de la adhesidn
a los trofozoitos con algun carbohidrato del tipo de los mencionados,
por 1o que no se puede agrupar a las bacterias utilizadas en estos ensa-
yos, con las bacterias probadas por Bracha y col., (1982) en las que la
adhesion es inhibida por o-metil manésido. Por otra parte, el creci--
miento de Tas bacterias con BrdUr altera notablemente la morfologia de
éstas (Fig. 1) y esta alteracién a su vez podria repercutir en la dis--
tribucién de los receptores de la bacteria, y en la adhesidn de ésta a
la amiba. Sera necesario realizar experimentos de adhesién con bacte--
ria CR 34 Thy  crecidas con BrdUr para dilucidar si se altera o no la

eficiencia de adhesidn en comparacidn con la cepa bacteriana tipo silves



tre y con la cepa CR 34 Thy . Por otra parte, es necesario realizar
un mayor niimerg de experimentos para definir si algunas bacterias com-
parten con los eritrocitos receptores de superticie, que participen en

el evento de adhesidén a la amiba.

El proceso de fagocitosis comprende cuando menos dos fases, la
adhesidn de la particula, que va a ingerir, a la superficie celular,
la cual puede ser altamente especifica y la introduccidn de dicha par-
ticula al citoplasma amibiano. Estos dos eventos, son relativamente
independientes como lo demuestran los experimentos con diferentes cepas
amibianas, en las que los trofozoitos que presentan adhesidn semejante
como Tos de las cepas HM1:IMSS, HM3:IMSS, HK9 y de la clona L-6 presen
tan diferentes grados de eritrofagocitosis (Orozco, 1981). Las clonas
deficientes en fagocitosis obtenidas en este trabajo fueron estudiadas
para definir si esta deficiencia se debia a una falla en la adhesidn
de los eritrocitos a la superficie amibiana o bien a la incapacidad de
los trofozoitos para introducir al citoplasma los eritrocitos adheridos

eficientemente.

Las clonas deficientes en fagocitosis obtenidas en este trabajo
a partir de las tres poblaciones HM1:IMSS 1X, HM1:IMSS 2X y HM1:IMSS 3X.
pueden dividirse en dos grandes grupos:

a) Aquellas que presentan deficiencia en adhesidn, y que ésta sea
la responsable de la deficiencia en fagocitosis. Reiterando la defini-

cidn arbitraria de que se considerardn clonas deficientes en adhesidn o
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en fagocitosis, aquellas que su eritrofagocitosis y/o adhesidn sea el
50% o menos que el de la cepa silvestre HM1:IMSS. Estas clonas defi-
cientes en adhesion (Tabla XI ) presentan homogeneidad entre si en
cuanto al nimero de eritrocitos que adhieren e ingieren por unidad de
tiempo, por lo que es probable que pertenezcan a un mismo grupo, es
decir, que provengan todas de un trofozoito con deficiencia en adhesidn

To que da como resultado una deficiencia en el grado de fagocitosis.

Si esta aseveracion se toma como probable, las clonas adh™ inte-
grarian una subpoblacién de la cepa HM1:IMSS deficiente en fagocitosis
con un promedio de eficiencia de adhesidn, obtenido a partir de la: 8
clonas de la Tabla XI, de 3.5 eritrocitos/amiba, que comparado con la
cepa silvestre nos permite determinar que la deficiencia en adhesidn
de la subpoblacién adh”™ seria de 60.2% y el promedio de fagocitosis,

4.15 que corresponderia a una deficiencia de 51.4%.

b) La segunda subpoblacién estaria formada por trofozoitos cuya
deficiencia en fagocitosis se deba a una deficiencia en la introduccidn

de las particulas adheridas.

Las clonas de la Tabla XII presentan tambien cierta homogeneidad
entre si en cuanto al nimero de eritrocitos adheridos y fagocitados por
1o que es probable que como se sugiere para el caso de la poblacidn adh
provenga de un trofozoito que tiene eficiencia de adhesidn semejante a

la cepa silvestre HM1:IMSS, pero presenta una deficiencia en la intro-
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duccién de eritrocitos (ing™), de 56.72%. Estos datos pueden compararse



CLONAS DEFICIENTES EN ADHESION

TABLA XI

CEPA ADHESION FAGOCITOSIS A/F
HM1IMSS 8.8 8.57 1.02
BU:1 4.97 5.25 0.94
BU,3 3.57 ND -
BU,2" 2.55 3.22 0.79
BU,3' 2.2 3.56 0.61
BU,5" 3.46 4.3 0.8
BU,6" 3.19 3.25 0.98
BU.4 4.33 4.39 0.98
BU+6 4.3 5.07 0.84
PROMEDIO 3.5 4.14 0.84
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CLONAS DEFICIENTES EN INGESTION

TABLA XII

CEPA ADHESION FAGOCITOSIS A/F
HM1: IMSS 8.8 8.55 1.02
BU. 4 7.0 3.89 1.7
BU16 7.89 3.96 1.9
BU-1 11.11 4.37 2.54
BU22 5.84 3.47 1.68
BU23 6.98 3.24 2.15
BU25 8.49 3.65 2.32
BU.7 7.6 3.58 2.12
BU.8 Tei2 3.65 241
BU29 8.73 4.17 2.09
BU210 8.71 4.08 2.13
BU;3 8.38 2.96 2.83
BU48 5.33 3.48 1.53
BU:9 6.97 3.75 1.85

PROMEDIO 7.75 3.7 2.09
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con los obtenidos por Orozco (1981) para la clona L-6, sin embargo, co-
mo se discute a continuacién sélo la clona BUs3 ing” no produjo absceso
hépatico en hdmsters jovenes, aungue su virulencia es menor en todos Tos
casos que la de la cepa silvestre y 1a de la clona A. Por lc tanto, en
las clonas ing” podemos sugerir cuando menos la presencia de dos

grupos de clonas con virulencia diferente. En el primer grupo estarian
aquellas clonas que presentaron una menor virulencia que la clona Ay
que la cepa HM1:IMSS pero que si produjeron abscesos en hdmsters jéve-
nes con indculo de 2.5 x 10° trofozoitos. En el segundo grupo estarian
la clona BU33 y 1a clona L-6 (Orozco, 1981) que no produjeron abscesos

en ninguno de los hdmsters inoculades con 2.5 x 10° trofozoitos.

7.- Eritrofagocitosis y Virulencia.

E1 objetivo principal de esta tesis fue determinar la relacidn de
la virulencia con la fagocitosis de las clonas seleccionadas. En la Ta
bla XIII se muestra el resumen de los datos de las clonas deficientes
en fagocitosis obtenidas en este trabajo. Las clonas deficientes en fa
gocitosis tanto las adh™ como las ing presentan disminucién en la habi
lidad de los trofozoitos para producir abscesos hepdticos en hdmsters
jbvenes. Esta disminucidn se observé tanto en el porcentaje de hdasmters

inoculados que presenta abscesos como en el tamafio de los mismos.

Si se analizan los datos, tomando en cuenta la agrupacidn que se

hizo anteriormente de la clonas deficientes en fagocitosis en clonas



TABLA XIII

ERITROFAGOCITOSIS, ADHESION Y VIRULENCIA DE LAS CLONAS SELECCIONADAS

CARACTERISTICAS DE

CtPA GRUPO ERITROFAGOCITOSIS ADHESION HA/HT LOS ABSCESOS
Clona A - 8 16/18 Generalizados
HM1 : IMSS - 8.5 8.8 17/18 Generalizados

BU,2 - 521 7.06 1/5 Medianos
BU,4 Ing” 3.89 7.0 1/5 Medianos
BU,6 Ing” 3.96 7.89 3/5 Microabscesos
BU,2 Ing” 3.47 5.84 2/5 Pequefios
BU,5 Ing 3.65 8.49 2/5 Microabscesos
BU,8 Ing” 3.65 7.72 4/10 Medianos
BU;3 Ing” 2.96 9.3 0/5

BU,8 Ing” 3.48 5.33 3/5 Microabscesos
BU,9 Ing 3.75 6.97 5/10 Medianos
BU,2' Adh~ 3.22 2.55 2/5 Medianos
BU,3' Adh” 3:35 2.2 1/5 Pequefios
BU,5' Adh~ 4.3 3.46 1/5 Medianos
BU.4 Adh 4.39 4.33 5/8 Grandes
BU16 Adh” 5.07 4.3 6/10 Medianos
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adh” e ing” se puede observar que el 83% de clonas adh™ produjeron abs-
cesos pequefios de acuerdo a la clasificacion arbitraria que se hizo del
tamafio de los abscesos (Fig. 6). Por otra parte si se analizan los da-
tos de esta misma tabla se observa que el 50% de las clonas adh™ produ-
jeron abscesos en el 20% de los hamsters inoculados, mientras que el

33% de las clonas produjeron abscesos en el 60% y el 16% en el 40% de

los animales.

Las clonas ing” no produjeron abscesos grandes en ninguno de los
hamsters inoculados;el 37.5% de las clonas ing produjeron abscesos me-
dianos, el 50% de estas clonas produjeron abscesos entre microscépicos
y pequefios y el 12.5%, no produjeron abscesos en ninguno de los hamsters
inoculados. Por otra parte, el 12.5% de las clonas produjeron abscesos
en el 20% de los animales, el 37.5% en el 40% el 12.5% en el 50% y el
25% en 60% de los animales pero en este Gltimo caso, los abscesos solo
fueron distinguibles a los 8 dias post-inoculacidn con lupa (microabsce-
sos). Estos datos podrian sugerir que al disminuir la eficiencia de
adhesion disminuye también la eficiencia de fagocitosis y como consecuen
cia disminuye la habilidad de los trofozoitos para colonizar el higado
de hdmster y producir absceso hepdtico. Sin embargo, cuando la defi--
ciencia se localiza en la ingestidon la disminucién de 1a habilidad de
los trofozoitos para colonizar el higado es mayor. Estos datos podrian
corroborarse en el futuro con la obtenci6n de mutantes amibianas indepen

dientes y deficientes en diferentes pasos de la fagocitosis.
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8.- Paquete estadistico.

Se realizd el andlisis estadistico de cada uno de los diferentes
tratamientos de seleccién por medio de una computadora (Univac 1100 time/
Sharing) utilizando el paquete estadistico SPSS, Subrutina oneway (Nie,
H. Norman y col , 1975). De acuerdo a los resultados obtenidos en el
andlisis de varianza (Tabla XIV), la prueba de Cochrams demostré que
el rango de varianza entre los grupos obtenidos de cada tratamiento
fue de 0.1667 a 0.3242 1o que demuestra que el error de manipulacidn
para cada una de las clonas fué semejante. Esto permitié manejar los
datos con un andlisis de varianza para datos uniformes. De los resul
tados obtenidos a partir de este andlisis de varianza se infiere que
en un mismo tratamiento se obtuvieron algunas clonas o grupos con com-
portamiento diferente en cuanto a la velocidad de fagocitosis y/o adhe

sion, que correlaciond con la virulencia de las clonas.

Se realizaron varias pruebas, para clasificar las diferentes
clonas en grupos de acuerdo a su velocidad de fagocitosis y/o adhesidn.
Por medio de estas pruebas se clasificaron las clonas en tres gru-
pos; un grupo con fagocitosis alta similar a la cepa silvestre; un aru
po con fagocitosis y/o adhesidn intermedio y por dltimo un grupo defi-

ciente en fagocitosis y/o adhesidn.



TABLA XIV

PAQUETE ESTADISTICO SPSS

TRATAMIENTO DE ANALISIS DE VARIANZA GRUPO GRUPO GRUPO
SELECCION EiE DE COCHRAMS F. PROBABLE npciCIENTE INTERMEDIO  ALTO
1° Eritrofagocitosis 0.1635 0.000 4,6,2',3', 1,2,3,5,7, 8,1',4',8',
5", 6' 7" 107 9' ,HM1:IMSS
1° Adhesién 0.1705 0.000 3,24,3' 5 1,7,8,1', 2,4,6,9"
6' 4',7',8',10'" HM1:IMSS
2° Eritrofagocitosis 0.1817 0.000 2,3,4,5,7 1,10 6
8,9. HM1 ; IMSS
2° Adhesion 0.1744 0.000 4 2,5,9,10 153657
HM1: IMSS
3° Eritrofagocitosis 0.3242 0.002 1:2,7 3,6 4.5
HM1: IMSS
3° Adhesidn 0.1667 0.000 6 2,3,4,5, 1
7 HM1: IMSS
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se con-

cluye que:

a) E1 método de seleccidn empleado permitié el aislamiento

de clonas deficientes en fagocitosis y adhesidn.
b) La cepa HM1:IMSS presenta un alto grado de heterogeneidad.

c) La clona A es una poblacidn homogénea de la gue no se pu-

dieron aislar clonas deficientes en adhesidn y/o en eritrofagocitosis.

d) Las clonas deficientes en fagocitosis y adhesidn son capa-

ces de crecer en medio semisdlido.

e) A partir de las clonas aisladas se encontraron dos gran-

des grupos:

1.- Aquellos gue presentaron deficiencia en adhesidn y que pa

rece ser que ésta es la responsable de la deficiencia en fagocitosis.

2.- Aquellos cuya deficiencia en fagocitosis se debe a una de

ficiencia en la introduccidn de las particulas adheridas.

f) Las clonas deficientes en fagocitosis presentaron un grado
menor de virulencia. La disminucidon en 1a virulencia fué mayor cuando
la deficiencia se presentd en la introduccion de las particulas al cito-

plasma.
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