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RESUMEN 

El objetivo general de este trabajo fue realizar UL e6tu­

cio de los a~t!genos de superficie a lo largo del ciclo celular 

en ·.'.ois clcnu; de diferente virulencia de Entamoeba hiistolytica, 

la clona A (virulenta) y la clona L-6 (avirulenta), aisladas am­

bas a partir de la cepa HM1:IMSS. 

El estudio de los antÍ6enos de superficie se realiz6 me­

diante el marcaje de superficie de células intactas con lectinas 

fluorescentes y mediante el ~arcaje de las proteinas de superfi­

cie con 125¡ para su posterior análisis electroforético. Adem's 

se realizaron ensayos de adhesión y fabocitosis a lo largo del 

ciclo celular de los trofozoitos, por estar estos eventos rela­

cionados probablemente con los antígenos superficiales. 

Todos los experimentos se realiz¡p-on durante el ciclo ce­

lular utilizando cultivos sincrónicos de la clona L-6 inducidos 

con altas concentraciones de colchicina en el medio de cultivo. 

La clona A no pudo ser sincronizada por lo que el estudio de 

sus antígenos de superficie no se llevó a cabo completamente. 

Los experimentos parecen SU6erir una variación antigénica 

en el ciclo celular de la clona L-6 demostrada por la tinci6n 

con lectinas fluorescentes, el radiomarcaje con 125¡ y por los 

ensayos de adhesión y fagocitosis a lo largo del ciclo celular 

de E. histolytica. 

Por otra parte, los resultados tambi~n sugieren que los 

antígenos de la clona A y L-6 son diferentes, ya que los patro­

nes de tinción con Con A, fueron diferentes, comprobando adem¡e 

que la mayoría de los residuos de az~cares en la superficie en 

ambas clonas son principalmente manosa y glucosa. 
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INTRODUCCION 

1.- TAXONOMIA Y GENERALIDADES 

Phylum: Protozoa 

Clase: Sarcodina 

Subclase: Rhizopoda 

Orden: Amoebida 

Familia: Endamoebidae 

Género: Entamoeba 

Especie: Entamoeba histolytica ( Shaudin, 1903) 

Entamoeba histolytica es el protozoario que parasita al 

hombre y a otros mamíferos, entre los que destacan los simios, 

los monos, los cerdos, los perros, los gatos y los roedores (No­

ble y Noble, 1~76). En la mayor parte de los individuos la infec 

ción se presenta como un estado de portador asintom4tico, pero 

con frecuencia este protozoario es responsable de una enfermedad 

que ruede ir desde la diarrea crónica ligera hasta la disenteria 

ful~inante. Existen complicaciones extraintestinales de la ami­

biasis; entre las más comunes está el absceso hepático que pue­

de romferse hasta el peritoneo, la pleura, el pulm6n, el perica~ 

dio y los genitales (Harrison, 1976). 

La ~miba presenta dos estadios en su ciclo de vida, una f! 

se activa llamada trofozoito, que es la fase invasiva y respon­

sable de la sintomatologia clínica de la enfermedad, y otra la­

tente, denominada quiste, que es la fase infcctiva, responsable 

de la transmisión de la amibiasis (Burdon y Williams, 1976). 

El trofozoito, al igual que el quiste, es microsc6pico y 

mide de 7 a 35 micras de diámetro, no presenta estructuras inter 

nas especiales, a excepción del núcleo, numerosas vacuolas 1 va­

rias inclusiones (Kudo, 1969). Su locomoci6n es mediante la emi­

sión de seudópodos. Bajo ciertas condiciones, adn no definidas, 



el trofozoito, puede enquistarse y/o reproducirse, al parecer por 

fiai6n binaria (Kudo, 1969¡ Burdon y Williaaa, 1976). Su h!bitat 

es el lumen intestinal, produciendo ~lceras en la mucosa. Entre 

las partículas que ingiere se encuentran c~lulas tisularea, eri­

trocitos y leucocitos (Kudo, 1969). 

2. - MORFOLOGIA 

El citoplasma del trofozoito en condiciones de cultivo ae 

puede diferenciar en endoplasma granuloso.' y ectoplasma hialino. 

Además, la amiba presenta un gran número de vacuolas digestivas 

cuando se observa recien extraida de albdn hospedero (Kudo, 1969) 

Los estudios de microscopía electrónica no han mostrado mitocon­

drias, ni aparato de Golgi, ni reticulo endoplásmico, ni peroxi­

somas (Osada, 1959; Miller y col., 1961; Fletcher y col., 1962; 

Siddiqui y Rudzinska, 1~65; Rondanelli y col., 1966, 19671 Ciriffin 

y Juniper, 1171; Martinez-Palomo y col., 1976). El ndcleo amibiano 

mide de 4 a 7 micras de diámetro y además presenta vesículas, 

siendo ~atas observables solo en microscopio de contraste de ta­

ses (Ch6vez y col., 1971). 

3.- FISIOLOGIA 

La tasa metab6lica de la amiba es elevada, por lo tanto con 

sume brandes cantidades de energía, sin embargo al carecer de mi­

tocondrias y citocromos carece tambien de ciclo de IO:ebs funcio­

nal. 

Antaño se creía que las amibas eran anaer6bicas, pero re­

cientemente se demostr6 que consumen oxígeno cuando se les propo~ 

ciona (Weinbach y col., 1976). Las investigacionea del metabolismo 

aer6bico de f.:. histolytica han mostrado además que los sustratos 

que oxida son D-glucosa, D-galactosa, etanol, isopropanol, L-se­

rina, NADH ~ NADPH (Weinbach y col., 1978). Como componente• de 

la cadena respiratoria se han identificado nucle6tidos de nico-



tinamida y adenina, además de compuestos con centro de fierro­

azufre (Cervantes, 1980). 

4.- CICLO DE VIDA 

Aunque el ciclo de vida de !:_ bistolytica dentro del hos­

pedero es desconocido, los experimentos ~ ~ 7 las observa­

ciones clínicas e histopatol6gicas sugieren que el ciclo de vida 

de este parAsito es el siguiente; cuando los quistes son ingeri­

dos por un nuevo hospedero, 6stos son llevados al intestino, en 

donde el trofozoito escapa del confinamiento de la pared quisti­

ca (exquistaci6n) (Noble y Noble, 1976). La exquistaci6n comien­

za con un incremento en la tasa metab6lica dentro del quiste.Se! 

d6podos claramente formados a partir del ectoplasma, se pegan r'­

pidamente en diferentes puntos de la periferia del quiste (Noble 

y Noble, 1976). Frecuentemente los seud6podos presionan sobre 

ciertos puntos de la pared quistica, hasta que el trofozoito en­

cuentra la salida, al encontrar el poro de salida, la perforaci6n 

de la pared se realiza y el trofozoíto sale (Noble y Noble, 1976) 

Una vez liberados los trofozoitos, éstos pueden pasar al colon e 

invadir la mucosa intestinal, produciendo úlceras y disenteria 

amibiana. Los trofozoitos pueden atravesar la pared intestinal 7 

por torrente sanguíneo invadir el hígado, el pulm6n, el cerebro, 

el coraz6n o los genitales, produciendos abscesos (Noble y Noble, 

1976; Harrison, 1977). 
Se ha calculado que alrededor de 45 millones de quistes son 

descargados cada día en las heces de una persona infectada (Noble 

y Noble, 1976), de ahi que los quistes puedan difundirse por me­

dio del agua, el viento, por insectos e inclusive por el hombre. 



5.- FRECUENCIA DE LA AMIBIASIS 

En un estudio de mortalidad urbana realizado en 1962-1964, 

por la Oficina Sanitaria Panamericana en diez ciudades latinoame­

ricanas, solo se registraron casos de muertes en residentes de 

entre 15 y 74 anos de edad. El número de fallecimientos debidos 

a amibiasis fue igual al producido por todas las demás enferme­

dades infecciosas del tracto digestivo (Puffer y Griffith 1967), 

además, de 100 muertes registradas por amibiasis, 33 ocurrieron 

en la Cd. de M~xico. 

Las estadísticas de amibiasis basadas en necropsias ofre­

cen datos de mayor exactitud, pero al mismo tiempo reflejan so­

lamente las formas más graves de esta enfermedad. En los regis­

tros del Hospital General de México de la SSA en el alio de 1968 

se muestra que la amibiasis ocupó el cuart-0 lugar como causa de 

muerte en la Cd. de M~xico (Riadura y LÓpez, 1968). Y datos más 

recientes indican que esta parasitosis tiene una incidencia en 

nuestro pala de entre el 2 y el 9 % de la población (Gutierrez 

y col., 1976). 

La amibiasis, además de ser una enfermedad grave capaz de 

matar al enfermo que la padece en un período relativamente corto, 

es también un padecimiento crónico que puede inutilizar indivi­

duos productivos por períodos de tiempo prolongado con la conse­

cuente re~ercusión econ6mica y social. En una muestra de 1443 

pacientes con absceso hepático, entre los cuales hubo una mortan 

dad del 17 %, la estancia hospitolaria promedio fue de 48 días, 

y la incapacidad para el trabajo fue de 80 días como promedio 

(3epúlveda, 1964). 

6.- PROBLEMAS EN EL ESTUDIO DE !:_ histolytica. 

El parásito fue encontrado por Losh en 1875, en un paciente 

del distrito de Arcan0el cerca de Peterburgo, quien sufría disen­

teria crónica asociada con la presencia de amibas en las heces. 



Aunque estas amibas producían disentería cuando eran inoculada• 

en perros, Lash no cre¡6 que el par,sito fuera el agente oaueal 

de la enfermedad. El papel patogénico de las amibas fue demostr! 

do por Kartulis en 1887 trabajando en Egipto {Mart!nez-Falomo, 

1982), quien ademAs describi6 la existencia de lesiones bep,ti­

cas. Posteriormente hubo trabajos, en su mayoría clínicos, que 

ayudaron a definir el papel de la amiba en la disenteria or6nica 

y en los abscesos hepáticos. Sin embargo el estudio aistematisado 

de la biología de E. histolytica ha presentado varios probleaa• 

debido esencialmente a la falta, basta 1968, de un medio de culti­

vo axénico para trofozoítos {Diamond, 1968). Diez a~oa m4e tarde 

este medio fue modificado por Diamond y es en la actualidad el de 

uso mAs generalizado (Diamond y col., 1978). No obstante la efi­

ciencia de este medio para el crecimiento de los trofozo!tos, 

tiene la desventaja de ser altamente complejo 1 las sustancias 

que lo componen 1 sus proporciones se desconocen. Esto ha difi­

cultado algunos estudies sobre la biología amibiana. 

otro problema que ha enfrentado el estudio de la an:iba en 

cuanto a su diferenciaci6n celular, ha sido la faltM de un proto­

colo de obtenci6n de quistes de este par,sito de manera controla­

da y definida. 

Por otro lado, las cepas obtenidas en el laboratorio a 

partir de las heces fecales, úlceras col6nicas 1 abscesos hepl­

ticos muestran una gran heterogenidad celular, según se ha demos­

trado recientemente ( su,rez, 1983; Orozco y col. 1983; 1985).Eete 

problema ha sido parcialmente solucionado con el aislamiento de 

clonas, utilizando la técnica descrita por Gillin y Diamond (1978). 

Sin embargo, aún trabajando con clonas, la heterogenidad de loe 

cultivos amibianos persiste debido a la fisiolog1a propia de cada 

célula y ~uy probablerr.ente a la fase del ciclo celular en que se 

encuentren los trofozoito6. 



7.- IMPORTAN~IA DEL ESTUDIO DE ANTI3ENOS DE SUPERFICIE DE E.hia­

tolytica. 

La respu2sta inmune en contra de ~ histolytica ea un tanto 

complicada, esencialmente por la diversidad de componentes anti­

génicos que presenta, 

En infecciones naturales y experimentales, loa antígenos 

de superficie juegan un papel muy importante, ya que son las pri­

meras moléculas del par,sito que tienen contacto directo con el 

hospedero y es, adem,s, sobre ellas en donde se fijan loa anti­

cuerpos inmovilizando temporalmente al trofozoíto y liaindolo en 

algunos casos (Cole y Kent, 1953). 

Los antígenos de superficie son principalmente carbohidra­

tos y glicoproteínas y a pesar de estar parcialmente caracteriza­

dos se desconocen hasta la fecha la mayoría de sus funciones. sin 

embargo en E. histolytica se han descrito algunas propiedades di­

námicas de la superficie que involucran de alguna manera a los 

antígenos superficiales, una de ellas es la formaci6n de casquete 

inducida por ligandos polivalentes (Calderón y col., 1980; Trissl 

y col., 1977). 

Los estudios con anticuerpos específicos en la formaci6n de 

casquete de los antígenos de superficie de ~ histolytica, puede 

utilizarse para tratar de averiguar el papel que juega esta pro­

piedad en los mecanismos de evasi6n de la respuesta inmune por 

este parásito, ya que los anticuerpos al interaccionar con los 

antígenos de superficie del trofozoíto, son redistribuidos a un 

punto en la membrana celular del trofozo1to, llamado uroide, para 

posteriormente liberar o fagocitar loe complejos antígeno-anti­

cuerpo (Calder6n y col., 1980). 

Este proceso celular de formación de casquete involucra, D! 
cesariamente un recambio antig~nico. Este recambio antigénico en 

la superficie de la amiba, como ya se ha mencionado es inducido 

por la acci6n de ligandos polivalentes. ·sin embargo, no ae sabe si 



existe en este paráeito un recambio antig,nico eepont!neo l peri! 

dico como se ha descrito en otro& parásito& para e~adir la reepue! 

ta inmune del hospedero a lo largo de au cielo celular o de eu ci 

clo de vida (Cantrell, 1958¡ Onyango l col., 1965; Seed, 1972) 

Existen evidencias de que trofozoitos de clonas de !:. ~­
lytica no virulentas presentan una velocidad de foraaci6n de ca•­

quete significativamente menor que las clonas de ma7or Tirulencia 

(Olguin, 1964). Estos datos poJrian sugerir alguna relaci6n de •• 

te fen6meno con la agresividad de los trofozoitos. 

8.- SINCRONlZACION EN .i::ntamoeba histolytica 

El ciclo celular de !:, histolytica adn no ha eido eeta8leci 

do. Loa primeros intentos por sincronizar trofozoitos de !:. !!!!,­
tolytica se lleTaron al cabo empleando un cétodo inductiTo coa 

choques térmicos, que consiste en el enfriamente prolongado de 

los trofozoitos en fase logarítmica de creciaiento (CerTantee, 

1980). Este método se utiliz6 debido a que con 'l se logr6 la •i! 

cronizaci6n exitosa en amibas de vida libre como Aaoeba proteue 

(James, 1959, 1966). Con esta técnica tambi~n ee había logrado la 

sincronizaci6n mitóaica en amibas del g&nero Naegleria (J'Ulton 1 

Guerrini, 196~). No obstante loa reaultadea que ee obtuvieron en 

!:. hiatol1tica con este método fueron Tariables, produciendoee a­

demás una destrucción abundante de loe trofozoitoa {CerTantea, 

1980). 

Recientemente, se han intentado sincronizar los cultivos aai 

bianos utilizando bloqueadores de la síntesis del .lDN como la hi­

droxiurea. Sin embargo, la Yiabilidad de loa trofozoitos obtenida 

con este a&todo es muy baja, debido a lo t6xico de la droga (Aus­

tin y Warren, 1983). 



9.- EL CICLO CELULAR 
El ciclo celular es el periódo entre la formación de una 

nueva célula por la división de su c~lula madre y el tiempo en que 

la nueva c~lula se divide para formar dos cllulaa hijaa. Ea uaa 

unidad fundamental de tiempo, 1 a nivel celular, se defi.De como el 

ciclo de vida de una c¡lula (Mitchiaon, 1973). En la mayor!a de 

las c~lulas animales, el mayor tiempo del ciclo es ocupado por la 

interfase, que es el periódo de tiempo entre la división celular 

y el comienzo de la siguiente mitosis. 

Dos tipos diferentes 4e eventos ocurren en un ciclo celular 

normal. Uno de ellos incluye los eventos de mitosis 1 estrangula~ 

ción celular, los cuales son procesos de separación espacial. El 

otro incluye eventos de sinteais, en los cuales se duplican esen­

cialmente todos los componentes de la cAlula. Para estudiar los 

patrones de crecimiento y síntesis através del ciclo celular se 

han utilizado dos principalea aetodologias. Una de ellas consiste 

en trabajar con células individuales mediante técnicas de medición 

microscópica. Esta metodologia tiene la ventaja de revelar con d! 
talle fino los patrones de crecimiento y la variación entre c&lu­

las individuales, la desventaja ea que su medición es estricta­

mente limitada. En el segundo tipo ae encuentran las metodologias 

que utilizan cultivos sincrónicos, donde loa cultivos celulares 

han sido puestos en una misma fase de crecimiento. El gran mérito 

de los cultivos sincrónicos, es que ellos proveen suficiente ma­

terial homogéneo para estudios bioquímicos. Sin embargo la sincr~ 

nia de los cultivos no es completa, ya que la fase de división 

ocurre en un periódo de tiempo más o menos largo. Además, despu~s 

de algunos ciclos los cultivos pierden su sincronía, debido a la 

variación del tiempo del ciclo entre célula y célula (Burnet-Hall 

y ·.vaugh, 1967; Cook y James, 1964; Engelberg, 1964). 

Existen dos grupos amplios de procedimiento de sincroniza-

ción: 



a) La sincronizaci6n por selecci6n, en la cual la• c'lula• en Wl 

estadio particular del ciclo son seleccionadas a partir de un c"!_ 

tivo asincrónico y crecidas posteriormente en un cultiYo por ••­

parado; y 

b) La sincronía por inducci6n, en la cual se aplican trataaientoa 

específicos a los cultivos que pueden sincronizar a la• cllulaa 

en una fase especifica del ciclo celular. 

Los ciclos despu~s de una sincronía por selecci6n al parecer 

son normales, ya que los procedimientoa de sincronía por selecci6a 

no afectan al aetabolisao celular, producilndose ciclo• celular•• 

normalea en cuanto al tiempo de duraci6a. Algunos tipos de sincro 

nia por inducci6n tambi'n producen ciclo• celular•• aol'lllllea, pero 

algunos métodos distoraionan loa ciclo•. Por ejemplo aúltipl•• ch! 

ques térmicos con calor producen excelente sincronía en Tetrahz••­

!:. pero loa ciclos celulares son mlá corto• y ad••'• laa cllulaa 

son m!s grande• l Yarian mucho m!• en taaa6o que ea oultiyos no 

sincr6nicoa (Scherbaum y zeuthen, 19,4). 

El uso teaporal de bloqueadores, por ejeaplo de la aiateaia 

de ADN o de la mitosis, detienen a la• cflula• en la faae de aia­

teaia del ADN o de diviai6n, pero pueden no aillcroaizar a la• cl­

lulaa en otros aapectos del metaboliaao, coao lo ea la aÚlteaia 

de proteúias, •el ARN, etc. (Mueller, 1969¡ 'itchiaoa 1 col.1969). 

10.- ASTUDIO DEL CICLO CELULAR CON CELULAS INDIVIDUALES 

a) Aialamiento de UDa •ola cflula. El aétodo mia directo ea el •• 

aislar una sola º'lula l aeguir au oreciaieato atrayfa •• uao o 

•'• ciclo• haciendo me•iciones suceaiYaa de uaa toraa en que ao 

ae dalie la c'lula (Preacott, 1955¡ Mitchiaon, 1957). 

b) Diatribuci6n por edad e 4dice ait6tioo. thla buena !oraa te ob­

tener inf ormaci6n acerca del ciclo celular puete ••r per aetio 4• 



observacionea o meaicione• sobre uaa aerie de célula• individua­

lea en cultivos aaincr6nioos. Coao por ejemplo, la proporci6n de 

célula• en las que se observen mitosis (indice ait6tico). Obvia­

mente la proporoi6n entre células en mitoaia y la• que no lo ea­

tan aer! diferente y aiempre •• presentará.a •'• células jóvenes 

que principien el ciclo que célula• viejas. Eato es debido a qae 

una célula individual vieja, aiempre dará dos células j6venes al 

pasar por divisi6a. Uaa eatimaci6n gruesa ae la loagitud iel pe­

ri6do &el cielo celular puede ser calculada utilizando la• pro­

porcione• de laa células ea aitosi• (Cook y Jaaea, 1964). 

e) Diatribucióa &e ooaponentes celulares. El conocimieato ae la 

eaad 4e las célulaa Aace posible predecir la proporci6a ae la Cll!, 

tidad ae UA componente celular &ado, de ua cultivo ea crecimieate, 

y ~ermite conocer ad~m~s los patronea de incre•ento •• este oo•­

poneate através del cielo celular. Por ejemplo, el ADH pueae •e­

dirae en ua número de células tomadas ae Wl caltivo aa1Dor6aico 

en fase expoaeacial de orecimiante. Con los datos obteni&os •• po 

sible construir ua hiatogra8A de frecuencia• 7 a partir ae éste 

una curva proae&io ae s!nteai• •• pueae aerivar por el método ªº!. 
crito por Walker (1954). Eate aéto&o es el mejor para construir 

curvas &e síntesis de ADN y permite establecer la duraci6a &el 

ciclo celular. 

d) Mitosis marcadas. Uao •• lo• aétoam•'• utilizaaoa para aeter­

ainar la• ta•e• &el ciclo celular ha sido el registre ae aitosis 

aarcada• ea aueatraa sucesivas de células. Esta técnica fue d••­

cr ita previamente por ~uaatler y Sheraan (1959) 7 •odifioada poa­

terioraente por Howar& y Pele (1963). La deacripci6n •'• reciente 

ea la de van•t Hof en 1968. En esencia el aétoao o•n•iste ea iar 

un pulso ae tilllidiDa tritiada _!! ~ o !!!, ~ a un cultivo a­

aincr6nico y toaar mueatraa de célula• a varioa interYaloa ae ti•• 



po, contando poateriormente el nW.ero de aitoaia aaroa•a• ea Wl& 

autorradiogra!ia. ED la• primera• mueatraa, no ae eacontraria mi­

tosis marcada• pero la proporoión •• la• aito•i• mara•••• auaea­

tar! debido a la• célula• que eatuYieron en !aae •• ainte•i• (S) 

durante el pulao con tillli•ina tritiacla 7 que haJ'aa paaado a aito­

ais (M), poateriormente el porcentaje •e mitoais mareada• ea la• 

mueatraa disminuir¡ debido a que ya no h•bo 1Dcorporaci6n de ti­

ai•ina tritiada en eataa célula•, porque no se encontraban ea 

a!nteais (S) durante el pulso radioactiYo. 

El promedio •e duración de la fasea S ea tomado ooao el tie! 

po entre loa doa puntos de la primera cresta en que ocupa 50 ~ 

laa mitoeia marcadaa. El tiempo entre el comienzo del experimento 

y el primer punto de 50 % de mitosis marcadas •• toma como el tiea 

po d.e duración de la .. taae gap 2 (G2 ) m!• la mitad de la aitoaia 

(M) (Fig. 1). Se toma la mitad de M porque haata el priaer pUDto 

de 50 % de mitosis marcada• se registra también la profa•• que 

generalmente se lleYa la mitad del tieapo •e aitoaia (Mitchieoa, 

197.3). 

11.- METODOS DE SINCROlHZACION CELULAR 

I Sincronía por selección. 

a) Lavados. Este método se basa en que laa células en eatado mi­

tósico estan menos adheridas al sustrato en que eat4n creciendo, 

por lo que pueden ser removidas por un simp¡e laYado. Este método 

fue usado por primera vez por Terasina y Telmach (1~61; 1963) en 

células !le la. 

b) Separación en gradiente. Mitchison y Vincent . (1965) •••arroll! 

ron este método que se basa en que la• célula• presentan difereD­

tes densidades de acuerdo a la fase del ciclo oelular ~n que •• 



FIGURA 1 

Diagrama del porcentaje de mitosis mareadas 

Diagrama de mitosis marcadas en metafase en muestras suce­

sivas de células después de un pulso de timidina tritiada. 

T= tiempo total del ciclo celular, S: fase de sínteeis del 

ADN, M: mitosis, ª1= fase gap1 del ciclo celular y a,R fa­

se gap 2 del cielo celular (Tomado de Mitchison, 1973). 
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encuentren, pudiendo ser separadas en un gradiente de sacarosa. 

II Sincronía por inducción. 

a) Inhibidores de la síntesis de ADN. Xeros (1962) encontró que 

altas concentraciones de timidina detenían la síntesis de ADN en 

células de mamífero mediante una inhibición enzimática. La fluro­

deoxiuridina bloquea la sintesis de nucle6tidos ¡ fue probada con 

éxito por Rueckert y Mueller (1960) ¡ por Little!ield (1962). El 

metrotrexate un antagonista del ácido !6lico fue usado por Rueckert 

y Mueller (1960) y por Mueller y Kajiwara (1966). 

El 5-aminouracil fue usado en células vetietales por Smith y 

col. (1963) ¡ Wagenarr (1966) y en células He la por Reagan y Chu 

(1966). 

Todas esta~ sustancias tienen la propiedad de detener el 

crecimiento fOr la inhibición de la síntesis de ADN permitiendo 

sincronizar los cultivos celulares. 

b) Inhibidores de meta!ase. La colchicina, y la colchemida, un de­

rivado de la colchicina menos tóxico, bloquea a las células en me­

tafase, inhibiendo la polimerización de microtubulos en la mitosis, 

siendo este efecto reversible mediante el retiro de la droga.(Doida 

y okada, 1967). 

Ctro agente reversible que bloquea a las células en meta!a­

se sincronizando los cultivoc es el oxido nitroso (Rao,1968). La 
vinb1¡¡stina es otro bloqueador pero es difícilmente reversible en 

células de mamífero (Marc~s y Robbins, 1963). 

12.- METODOLOGIAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO DE ANTIGENOS DE SUPER­

FICIE. 
Para el estudio de antígenos de superficie se han desarro­

llado técnicas de marcaje con anticuerpos monoclonales u otros li-



gandos especificos del tipo lectina, laa cualea eon prote!nae 1 

glicoproteinas de origen no inmune, que ee unen a carbohiclratoe 

de manara especifica, aglutinando células 7/0 precipitando co•pl! 

jos de carbohidratos (poliaacáridos, glicoproteinae, gliool!pidoa 

etc,). Los ligandos (anticuerpos o lectinas) ee encuentran acopl! 

dos a alguna marca radioactiYa o fluorescente para eu reconoci­

miento, Esto ha permitido establecer el número de receptores •o­

bre la superficie celular o su distribuci6n celular con técnica• 

de microscopía, debido a la eapeci!icidad que preaentaa eatoa li~ 

gandoa. 

Las lectinas o loe anticuerpos inmovilizados en una coluana 

de afinidad permiten aislar 7 purificar a eatoa antigeaoe super­

ficiales. Estas técnicas, con anticuerpos monoclonale• 1 lectinaa 

son ampliamente utilizadas en otro• sistema• ademáa de en Entamo­

eba histolytica (Holder 1 Freman, 1982), 

Otra técnica utilizada comunmente, ea el marcaje de la• pro 

teínaa de superficie de las células ~ .!.!!2.• es decir la radio70-

~inaci6n de las proteínas mediante la lactoperoxidaea coao cata­

lizador enzimático, eate método se basa en la sustituc16n de loa 

radicales libres de la tirosina de las prote!nas de superficie por 

iodo radioactivo ( 1251). Este tipo de marcaje permite hacer anll! 

ais electro!oréticos de laa proteinaa de superficie mediante el 

uso de técnicas autorradiográficas (Freman 1 Holder, 1983). 

Todas estaa técnicas han peraitido estudio• no aolo a niYel 

inmunol6gicoa, sino también a nivel bioquiaico 7 de biología •o­

lecular y han ayudado a entender ciertos mecanisaos de ditereacia 

ción celular en otroa aiatemas. En !:. hiatolztica eatae técnicaa 

han servido en estudios de antigenicidad de diferentes cepa• ami­

bianaa, pero las perspectivas de in Yeatigaci6n en eate campo con 

la ayuda de estas técnicas pueden~•ar ampliaa. 



OBJETIVOS 

El objetivo general 9e eate trabajo fue el de estudiar de 

manera general los antieenos de superficie en doa clonas de ¿ife­

rente virulencia de E. histolytica, así como el cambio que sufren 

estos antígenos a lo largo del ciclo celular de este par6aito. 

Objetivos particulares. 

a) Determinar la afinidad de varias lectinas a la superficie de 

diferentes clonas de !.:_ histolytica, 

b) Sincronizar los cultivos aaibianos l establecer el tiempo de 

duraci6n de las diferentes tases del ciclo celular de !:. histolz-

~· 

c) Establecer la afinidad de las lectinas en diferentes !ases del 

ciclo celular de B. histolytica. 

d) Determinar si existe variaci6n antigénica en el ciclo celular 

de E. histolytica mediante marcaje de superficie con 1251. 

e) Determinar si existe variaci6n en el grado de adhesi6n 7 fago­

citosis en el ciclo celular de !!. histolytica. 



MATERIALES Y ME'l'ODOS 

1.- CEPAS DE Entaaoeba histolztica 

Trofozoitos de !:.. histol7tica •e las oleaas t-6 1 A (Oroaoo 

1981} que fueron obtenidas a partir •e la cepa IM11IMSS C•e la !!, 
rre y col., 1971), ee cultivaron ax6nicaaente a 37º C en aeiio 

TII-S-33 (Diamond y col., 1978) suplementado con suero de teraera 

(Biocel, México) al 16 % l 2 % ie la aezola especial ie Titaaiaaa 

de Diam.ond (North American Biologicals), ade•'• se agregaron peni­

cilina (42 U/ml de medio) y estreptomici.Da (6 u¡/100 al de ae•io) 

(Lakeside, M6xico). 

Los cultivos fueron sembrados en fase logarítmica de oreci­

miento, utilizando tubos de borosilicato de 16 x 125 .. con tapa 

de rosca. Los trofozoitos se despegaron del tubo incubandoloa en ua 

baao de agua-hielo •urante 5 minutos, l agitandolos posteriormente 

De la suspensión aaibiana fria se tom6 un in6culo de 0.1 a 0.3 al 

dependiendo de la densidad celular del cultiTo, para sembrar ea 

tubos con medio nuevo. Los cultivos alcanzaron la tase lo¡ar!tmica 

de crecimiento cuando el tubo present6 una concentraci6n celular 

de 1 x 105 a 1.5 x 105 amibas/ml de medio. 

2.- TINCION DE ANTIGENOS SUPERFICIALES CON LECTINAS FLUORESCEN'rES 

Con el objetivo de buscar diferencias entre las prote:lnas 

de membrana en las diferentes clonas amibianas se utilizaron como 

marcadores de superficie las siguientes lectinas1 concanavalina A 

(Con A) que tiene especificidad por manosa y glucosa; aglutinina 

de germen de trigo (WGA) que tiene especificidad por N-acetil gl~ 

cosamina; aglutinina de ~ europaus (UEA.) q~e presenta afinidad 

por L-!ucosa1 aglutinina de Dolichos biflorus (DBA), de Ricinus 

co111111unis (RCA) y aglutinin~ de frijol de so7a (SBA), que presen­

tan especificidad por N-acetil galactos1111ina y aglutinina de ca­

cahu~te (PNA) que tiene especificidad por galactosa (todas las 

lectinas fueron adquiridas de Vector Leboratoriea Inc.)(Tabla I). 



La afinidad de las lectinas por la membrana amibiana se pro­

bó en concentraciones de 25, 50 y 100 ug/ml de las diferentes lec­

tinas disueltas en soluci6n salina de fosfatos amortiguada (PBS) 

pH 7.2 adicionándole además cloruro de calcio (Baker) y cloruro 

de maónesio (Baker), los dos en una concentraci6n final de 1 mM. 

Una suspensión amibiana de aproximadamente 1 x 106 trofozoi­

tos/tubo (12 ml) en fase logarítmica de crecimiento se centrifug6 
o a 4 C a 360 x g. El sobrenadante se descart6 y el paquete se lav6 

por centrifugación en 10 ml de PES pH 7,2 a 4° e, estéril y adi­

cionado con Cacl 2 y MgC12 1mM. El paquete se resuapendi6 final­

mente en 0.7 ml del mismo amortiguador, tomindose alícuotas de 

0.1 ml y coloc!ndolas en tubos eppendorff de 1 ml. Los tubos se 

incubaron inmediatamente en agua-hielo (Oº C) y posteriormente se 

les agreg6 0,1 ml de la solución de las diferentes lectinas, un 

tubo por cada lectina. Los tubos con las amibas y las lectinas, 

se agitaron para lograr una adecuada interacción entre la super­

ficie de los trofozo!tos y los ligandos, posteriormente se incu­

baron a oº e por 20 minutos, agitando los tubos por inversi6n ca­

da 5 minutos. Al t~rmino de la incubación, los tubos se centrifu­

garon a QO C a 360 X g 5 minutos, el sobrenadante se descart6 y 

el paquete celular se fij6 con paraformaldeh!do (Sigma) al 4 % 
durante 30 minutos a temperatura ambiente, agitando los tubos por 

inversión cada 10 minutos. Por último se hicieron preparaciones 

en portaobjetos que se observaron en un microscopio de fluorescen 

cia (Polivar) para obtener el porcentaje de c'lulas teAidas para 

cada lectina y en cada clona amibiana, repitifndose la operaci6n 

en cada una de las concentraciones a probar. 

3.- SENSIBILIDAD DE E. histolytica A COLCHICINA 
4 -

10 trofozoítos fueron inoculados en tubos con 12 al de me-

dio TII-S-33 a los que se les agreg6 10, 100 y 200 ug de colchi­

cina por ml de medio (Sigma). El ndmero de º'lulas fue contado 

cada 24 horas en los tubos, que fueron sembrados por duplicado. 



TABLA I 

Afinidad de las lcctinas por az6cares 



TABLA I 

LiCTINA ORIGEN 

WGA Germen de trigo 

PNA. cacahuate 

UEA ~ europaus 

DBA Dolichos biflorus 

RCA Ricinus communis 

SBA Frijol de Soya 

Con A Canavalia ensiformis 

AFINIDAD 

N-acetil neuram!nico 
N-acetil glucos&111ina 

D-galactosa 

L-fucosa 

N-acetil galactosamina 

N-acetil galactosamina 

u-acetil galactosamina 

manosa y glucosa 



4.- PROCEDIMIENTO DE SINCRONIZACION (CLONA L-6) 

Cultivos amibianos en rase logarítmica de crecimiento se in 

cubaron en una concentración final de colchicina de 200 ug/ml du­

rante 30 horas a 37° c. Al término de la incubación las amibas se 

lavaron dos veces por centrifugaci6n a 360 x g con PBS, estéril a 

4° C 1 pH de 7.2. El paquete lavado se resuspendi6 en medio TYI­

S-33 fresco e inmediatamente después se contaron las células 1 se 

sembraron en tubos con un inóculo inicial de 104 6 io5 para seguir 

su cinética de crecimiento. Tubos con un mismo inóculo ~e amibas 

sin tratamiento con colcbicina !ueron sembrados en forma si.multi­

nea como coatrol. La poblaci6n celular se cont6 cada 4 horas y 

los experimentos se realizaron 3 veces independientemente. Poste­

riormente se procedi6 a calcular el índice de sincronía según la 

t6cnica descrita por Blumentbal y Zabler (1962). 

5.- INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA EN CULTIVOS SINCRONICOS 
Después del tratamiento con colcbicina, 105 amibas se sem­

braron en tubos con medio TYI-S-33 fresco con timidina tritiada 

( 3H) ti.m (Amersham, 103 Ci/mmol) en una conceatración de 5 uCi/ml. 

Cada 4 horas un tubo se centrifugó a 360 x g y el paquete se lav6 

dos veces con PBS estéril, a 4° C y pH de 7.2. El paquete se ajus­

tó en PBS a una concentración celular de 5 x 10
4 

amibas/ml. Poste­

riormente se cuantific6 la radioactividaa incorporada en el ADN 
por célula, pasando un ml de la suspensi6n amibiana a trav&s de un 

filtro de nitrocelulosa de 0.45 micras de poro (Millipore HA) 1 

precipit~ndo a los trofozoitos ~ ~ con 'cido tricloroacético 

(TCA) (Merck) al 5 %• La cinética de incorporaci6n se sigui6 por 

duplicado, midiendo el número de cuentas por minuto (cpm) por cé­

lula en material TCA precipitable, y cuantificando el n~mero de 

trofozoítos en cada punto de la curva de crecimiento. 



6.- DILUCION DE TIMIDINA TRITBD'°" í::N CULTIVOS SIN':;RONICOS 

Las amibas se incubaron JO horas con colchicina (200 ug/ml), 

agregando además al medio ( 3H) tim (? uCi/ml). Al t&rmino de la 

incubación con colchicina, se sembraron en medio TYI-S-33 fresco, 

~mibas a un inóculo de 5 x 104 trofozoitoe por tubo cuantificsn­

do el material TCA precipitable por c'lula, y midiendo simult4ne! 

mente el crecimiento en el cultivo amibiano cada 4 horas, para v! 

rificar la dilución de la marca en los cultivos en cada divisi6n 

sincrónica. 

?.- PULSO Y CAZA DE TIMIDINA TRITIADA EN CULTIVOS SINCRCNICOS 

Desrués del tratamiento con colchicina ( 200 ug/ml por 30 

horas), los trofozoítos fueron sembr~dos simultáneamente en 30 tu­

bos con medio a un inóculo inicial de l x 105 amibas. A partir de 

l• hora O y en cada hora siguiente, un tubo ( de los 30 sembrados) 

se sometió a un pulso de dos horas. La incorporación en el ADN de 

la \ 3H) tim se midió, cuantificando e: material TCA precipitable 

por célula, 

8.- EFECTO DE LA COLCHICINA SOBRE LA SINTESIS DE ADN 

Con el objeto de verificar si la colchicina tenia efecto so­

bre la síntesis de ADN, ésta se midió por incorporaci6n de ( 3H) 

tim (? uCi/ml) en el ADN durante la incubación con colchicina (200 

ug/ml por 60 horas), cuantificando el número de cpm en material 

TCA precipitable por célula cada 8 horas, y siguiendo el creci:nien­

to amibiano simultáneamente, partiendo de un in6culo inicial de 

l X 105 : 105 • 

),- CUA~7TlFI'.;.l\.GION DE MATERIAL TCA PRECIPITABLE 

Un ml de suspensión amibiana ajustada a una concentraciór. 

determinada previ~mente se pasó a trav~s de u~ filtro de nitrocelu­

losa tipo HA de 0.45 micras de poro y de 25 mm de di4metro utili­

zando vacío. Inmediatamente despu~s, se precipit6 el material bio­

lógico !.!! ~con 3 ml de T:A al 5 % (4° C) por dos veces conse-



cutivas, posteriormente se pasaron 3 ml de etanol al 90 % (Baker) 

y por Último otro volumen igual de etanol absoluto. Los filtros 

se secaron al aire y se colocaron en viales con 5 ml de liquido 

de centelleo, el cual se preparó con 4 g de omnifluor (Ne• England 

Nuclear) en 700 ml de tolueno (Baker) y 300 ml de tritón-X-100 

(Sigma). La radioactividad inespecifica pegada al filtro se cont6 

pasando en las mismas condiciones 1 ml de sobrenadante libre de 

células. Los viales con los filtros se pusieron a 4° C y en obs­

curidad durante 24 horas antes de su conteo en un espectrómetro 

de centelleo líquido packard modelo Tri-carb. 

10.- TINCION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE A LO LARGO DEL CICIO CE­

lUL~R DE !.:_ histolytica (CLONA L-6) 

Una vez establecidas las condiciones de sincronizaci6n de 

los cultivos amibianos, se procedi6 a realizar la tinci6n de loa 

antígenos de superficie de la clona L-6 de !:. histolytica a lo 

largo de su ciclo celular. Las lectinas que dieron tinci6n nega­

tiva se descartaron y solo se utiliza6 la Con A en una concentra­

ción de 100 ug/ml, siguiendo el protocolo de tinci6n antes mencio­

nado, tomando alícuotas para realizar los ensayos en cada hora a 

lo largo del ciclo celular de los trofozoitos. 

11.- RADIOYODINACION DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE DE !.:_ ~­

lytica (CLONA L-6) 

La radioyodinaci6n se realizó mediante la adaptaci6n de A­

vila (1982) al método de Marchalonis y col. (1971). La ticnica 

consistió en cosechar a los trofozoítos de la clona L-6 de E. hia-- --
tolytica en diferentes fases del ciclo celular y lavarlos dos ve­

ces con PBS estéril y a 4° e adicionado con cacl2 y MgC1 2 1 mM me­

diante centrifugación a 360 x g por 5 minutos. El paquete ee re­

suspendió en PBS estéril y a 4°c y pR ?.2 a una concentraci6n de 

1 x 107/ml, y se tom6 una alícuota de 0.3 ml conteniendo 3 x io6 

trofozo!tos, posteriormente se depositó en un tubo de vidrio ei-



!iconizado que contenía mCi de Na1251 (Amereham, 14.5 mCi/ug de 

I) neutralizado volumen a volumen con HCl (Merck) 0.1 Nen PBS 2X, 

ioduro de potasio (KI) (Sigma) para dar una concentraci6n final de 

2.7 x io6 M y lactoperoxidasa (LPO) (Sigma) en una concentraci6n 

final de 100 ug/ml de PBS, completando el volumen final de la me! 

cla a 1 ml con PES. La mezcla se incub6 inmediatamente en ba6o­

hielo y se hicieron dos adiciones de 25 ul de per6xido de hidr6-

geno al O.O) % (Baker) en PBS con un intervalo entre cada una de 

ellas de 2.5 minutos y con agitaci6n constante durante ese lapso 

de tiempo. Al t~rmino de la segurda adici6n de per6xido de hidró­

geno, la suspensi6n se pasó a un tubo c6nico de pl,stieo est&ril, 

que contenía 15 ml de KI 0.1 M a 4° C (Disuelto en PBS), lavando 

los trofozoitos en esa soluci6n por centrifugaci6n a 360 x g para 

retirar la radioactividad inespecífica. El paquete fue utilizado 

para obtener proteína total y correr la muestra en electrofor,sia. 

Las proteínas de superficie, marcadas con 1251 ae detectaron por 

contacto del gel con una pelicula para rayos X (Xodak). La auto­

radiograf!a se analizó posteriormente en un densit6metro de barr! 

do Gilford. Este procedimiento se realiz6 en diferentes f§Ses del 

ciclo celular de trofozo!tos de !:.. histolytica (clona L-6) de un 

cultivo sincronizado. 

12.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS PAR~ ELECTROFORESIS 

Los trofozoitos pr~viamente marcados con 1251 se resuspendie­

ron en c.5 ml de PBS estéril a 4° C,conteniendo p-cloromercuri­

benzoato (p-CMB) y N-etilmaleimida (NEM) en una concentraci6n ca­

da uno de 1 mM en un tubo eppendorff. posteriormente se congela­

ron y descongelaron a las células 4 veces en acetona-hielo seco,_ 

con el objeto de romper a las c&lulas y finalmente se agreg6 de­

oxicolato de sodio (Sigma) a una concentraci6n final de 2 % y se 

dej6 reposar el tubo a temperatura ambiente por 20 minutos. Al 

tércino de lo~ 20 minutos, se precipit6 la proteína total con un. 



ml de acetona (Merck) y se agitó fuertemente en Vortex, centrifu• 

gandose posteriormente el tubo a 12, 000 x g en una centrifuga 

eppendorff durante 15 minutos a 4° c. El sobren~clante ae retir6 

para repetir el procedimiento dos vecea •'• 7 el precipitado ce­

tónico final se secó al vacío (Avila, 1982). Estoa polvos cetóni­

cos se disolvieron en 100 ul de amortiguador para muestra de ele~ 

troforésis que contenía los siguientes reactivos& Tris-HCl (Sig­

ma) 0.0625 M a pH 6.3, dodecil sulfato de sodio (SDS) (BDH) al 

2.3 %, glicerol {Merck) al 10 %, azul de bromofenol {Bio-rad) al 

0.001 %· Una vez disueltas las muestras, se sometieron a ebulli­

ción durante tres minutos para inactivar a lae proteasas, poate~ 

riormente se aAadiÓ B-mercaptoetanol {B-ME) {Sigma) a una concea­

traci6n final del 5 ~. las muestras se sometieron nuevamente a •­

bullición en baiio maria por un minuto, con el objeto de disociar 

completamente a las prote!nas en sus componente• polipept{dicoa. 

1).- PBEPARA.CION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA 

El análisis electroforético se llev6 a cabo en gel•• de po­

liacrila&ida-SDS al 10 %, según el mltodo descrito por Laemmli 

{1970) modificado (Avila, 1982), en geles planos de 18 x 15 ca 

con un espesor de 1.5 mm. 

El gel resolutivo se preparó a las siguientes concentracio­

nes finales de reactivos; 10 % de acrilamida {Bio-rad), 0.26 ~de 

N1 N'-bis-metilen-acrilamida (Bio-rad), 0.54 H •e Tris-HCl pB 8.8, 
glicerol al 10 %, 0.1 % de SDS, 0.05 % de persulfato de aaonio 

(Bio-rad) y 0.03 % de N,N,N',N'-tetrametiletilendiaaiaa (TEMED) 

(Bio-rad). Para cada gel se emple6 un volumen de 32 ml de aezcla. 

El gel concentrador se prepar6 con: ; ~ de acrilaaida, 0.08 

~de N,N'-bis-metilea-acrilamida, 0.1 H de Tris-HCl pi 6.8, 0.1 ~ 

de SDS, 0.001 ~ de persulfato de amonio y 0.05 % de TEMED. Para 

cada gel se utiliz6 un volumen de 8 al de la mezcl• 



14.- CONDICIONES DE CORRIDA ElECTROFORETICA. 

El buffer del electr6do contenía: Tris-HCl 0.025 M, glicina 

0.16 M (Sigma) y SDS al 0.1 %, con un pH de 8.3. El gel fue pr•­

corrido toda la noche a una corriente constante de 10 miliamperioe 

al día siguiente se depositaron las muestras en los pozos del gel 

en un volumen equivalente a 100,000 cpm y se aplicó u~a corriente 

constante de 15 miliamperios hasta que el azul de bromotenol mi­

gr6 aproximadamente basto un cm antep del extremo inferior del gel. 

15.- TINCION DE LOS GELES 

La tinci6n de los geles se realiz6 con azul de Coummassie 

(Bio-rad). Las proteínas se fijaron en el gel en una soluci6n de 

TCA al 50 ~ (V/V) durante 20 minutos. Posteriormente, las proteí­

nas se tiñeron durante toda la noche con azul de Coummassie al 

0.25 ;6 en 45 % (V/V) de metanol y 10 % (V/V) de Acido achico 

(Merck). Finalmente los geles se destit1eron con una soluci6n de 

metanol al JO% (V/V) y 'cido ac~tico al 10 % (V/V), hasta que 

las bandas de proteína se observaron claramente. En todas las eta­

pas de la tinción, los geles se sometieron a agitaci6n suave para 

el mejor recambio de las soluciones. 

16.- CULTIVO DE LA LINEA CELULAR MDCK 

Las células de la linea MDCK fueron cultivadas en medio 

Eagle (Gibco), suplementado con 10 % de suero de ternera (Gibco) 

y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml). 

Las células se sembraron a altas densidades en multicámaras (Lim­

bro). Se dejaron crecer incub6ndolas a 37° C en atmósfera de co2 
y aire (5:95 %) y se utilizaron entre 3 y 5 días despu&s de la 

siembra. Esto es, cuando las monocapas presentaron confluencia. 



17.- ADHESION DE LOS TROFOZOITOS DE LA CLONA L-6 A CELULAS EPITE­

LIALES MDCK EN EL CICLO CELULAR 

Cultivos amibianos tratados previamente con colchicina para 

sincronizarlos, se cosecharon en diferentes horas a lo largo de 

su ciclo celular y se lavaron los trofozoítos con soluci6n salina 

(NaCl al 0.9 %) (BaKer) y se ajustaron a 1 x 105 células/ml de me­

dio TYI-S-33. Por otra parte, las monocapas de células MDCK se la­

varon 2 veces antes de cada experimento con soluci6n s~lina para 

retirar las células no adheridas. Las células epiteliales se fija­

ron antes de cada experimento con glutaraldehÍdo al 2.5 ~ (en PBS) 

(MercK) durante 30 minutos a temperatura ambiente, y posteriormen­

te se lavaron 5 veces con soluci6n salina, 2 veces con glicina 1M 

y 10 veces m4s con soluci6n s a lina. 

En cada pozo de las multicámaras se agreg6 1 ml de la sus­

pensión, y 'stas se incubaron a 37º c. A los 20 minutos de incu­

baci6~, se agreg6 1 ml de glutaraldehido al 2.5 % (en PBS) por 30 

minutos a temperatura ambiente para fijar la suepensi6n celular. 

Los sobrenadantes de los pozos conteniendo los trofozoitoa no adhe 

ridos se pasaron a tubos cónicos. Cada pozo se lav6 2 veces conse­

cutivas con solución salina para recoger aquellos trofozo!tos que 

no estuvieran adheridos a las monocapas. Las soluciones de lavado 

se pasaron a los tubos cónicos con los sobrenadantes conteniendo 

los trofozo!tos no adheridos recogidos previamente. Loa trofozoi­

tos se centrifugaron y el paquete se resuspend16 en 0.5 •l de ao­

lución salina y se contaron los trofozo!tos en un !otomicroscopio 

de contraste de fases (Zeiss II) con la ayudi>. de un hematocit6me­

tro. La eficiencia de adhesión se calcul6 contando el n6mero de 

trofozoitos no adheridos, rest4ndolo al número de trofozo!tos t?­

tales que se agregaron a cada monocapa de c•lulaa, dividiendo es­

te resultado entre el número de trofozoitos totales 1 multiplioan­

J o por 100. 



EFICIENCIA TROFOZOITOS TOT. - TROFOZOITOS SUELTOS 
DE X 100 

ADHESION TROFOZOITOS TOTALES 

Los experimentos se realizaron por duplicado, 9os veces in­

dependientemente. 

18.- CBT~NCICN DE ERITROCITOS HUMANOS 

Los eritrocitos fueron obtenidos por punci6n venosa mediqte 

jeringas est~riles con solución Alsever (Garvey y col. 1977) como 

anticoagulante. La muestra de sangre se pas6 a un tubo de 16 x 

125 llllll, y se centrifugó a 1000 x g durante 10 minutos para sepa­

rar los eritrocitos del plasma, Posteriormente los eritrocitos se 

lavaron 3 veces con soluci6n salina y se resuspendieron en medio 

TYI-S-33 sin suero a una concentración de 1 x 108 eritrocitos/al., 

Para todas las pruebas de fagocitosis se utilizaron eritrocitos 

de no m!s de 5 días &e extraídos, 

19.- ERITROFAGOCITOSIS DE LA CLONA L-6 EN EL CICLO CELULAR 

Las pruebas de eritrofagocitosis fueron realizadas de acuer 

do a la técnica descrita por Trissl y col. (1978). Los tubos de 

cultivo en diferentes horas del ciclo celular se incubaron cinco 

minutos en agua hielo para despegar los trofozoítos de las paredes 

del tubo. Se centrifu~aron durante 5 minutos a 360 x g y se ajus­

taron en medio TYI-S-33 a una concentraei6n de 1 x 106 trofozoí­

tos/ml. o.4 ml de esta suspensión se pusó en contacto con 0.4 al 

de la suspensión de eritrocitos humanos frescos (1 x 108 eritroci 

tos/ml). Los tubos con las suspensiones celulares se incubaron ea. 

baño maría a 37° c durante 10 minutos. Al término de los 10 aill. 

se agregaron 10 ml de agua bidestilada a temperatura ambiente y 

se dejo reposar el tubo por 5 minutos para lisar los eritrocitos 

no inéeridos. Las preparaciones se centrifugaron a 360 x g, el 80 



brenadante se descart6 y la paetilla ae fij6 coa glutaraldeh!do 

al 2.5 ~ (en PBS) por 30 miD. a 37° c. Poaterioraente las prepar! 

ciones se lavaron 3 veces con aoluci6n salina y lo• eritrocito• 

ingeridos se contrastaron con la t1Dci6n de NoTikoff (1972), la 

cual consiste en incubar las preparaciones durante 30 ainutoa a 

37° C con 3-3' diaminobencidina (Sigma). Al t~rmiDo de este ti•! 

~o las preparaciones se lavaron 3 Teces con soluci6n aalina. Po! 
teriormente se contaron los eritrocitos ingeridos ea 100 amibas 

elegidas al azar y se obtuvieron los promedios de eritrocitos in­

geridos en cada una de las horas del ciclo celular de la clona 

L-6 de §.:_ histolytica. 



RESULTADOS 

1.- TU!CION DE TROFOZOITOS DE LAS CLONAS L-6 7 .l UTILIZANDO LEC­
TINAS FLUORESCENTES 

La tinci6n de loa trorozo!tos con lectinas fluorescentes se 

llev6 a cabo por incubación de éstos con las lectinas marcadas, 

observ,ndose directamente al microscopio.Arbitrariamente se cla­

sificaron las células teaidas en a) intensamente fluorescentes 

(3), b) medianamente fluorescentes (Z), e) de fluorescencia baja 

(1), y d) de fluorescencia nula (O). De las lactinas utilizadas 

(Tabla I), solamente la Con A tilió la superficie amibiana en las 

concentraciones probadas tanto en la clona L-6 como en la .l (Ta­

bla II). 

25 y 50 ug/ml de Con A dieron en la clona L-6 patrones de 

tinci6n similares. Las células con fluorescencia baja ocuparon el 

mayor porcentaje (59.8 % y 64 % respectivamente). Sin embargo, 

cuando se utilizaron 100 ug/ml de lactina, se observ6 una disminu­

ci6n en el porcentaje de células con fluorescencia baja de aproxi­

madamente un 50 % (25.6 %), mientras que el porcentaje de células 

de fluorescencia media aumentó aproximadamente al doble ( de 30.4 

% • 62.4 %). 
La tinción de la clona A presentó porcentajes de tinción di­

ferentes a loa de la clona L-6 (Fig. 2). Con 25 y 50 ug/ml de lac­

tina, el mayor porcentaje de células presentó fluorescencia baja 

(95 % y 86.2 % respectivamente), mientras que con 100 ug/ml de 

Con A, el porcentaje de células con baja fluorescencia disminuyó 

aproximad11111ente un tercio (64.8 %), aumentando el porcentaje de c! 

lulas con fluorescencia media en casi 5 veces (de 5.8 % a 26.7 %). 
En la clona L-6 y A los porcentajes de células con fluores­

cencia nula y alta fueron muy pequeños aanteni&ndose constantes 

en las tres concentraciones de lactina utilizadas. 

Estos resultados indican que la superficie celular de loe 
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TABLA II 

Tinci6n de las clonaa ~ 1 L-6 •• 

!:.. histolztica con lectillas fluorescentes. 

Tro!ozo!toa de B. histolztica •• la cloaa A 1 L-6 •• 111.ca­

baron con lecti.Aas fluorescente• por 20 aiautoa a o• c. ~ t&r•! 

no •• la iacubaci6n, laa amibaa ae fijaron con paratoraal•eaido 

al ~ ~ a teaperatura aabiente por 30 aillutoa 1 poaterioraente •• 

obserYaron al microscopio 4e fluorescencia. 



'fABLA II 

LECTIIfA TDICIOll 

WGA 

PNA 

DBA 

RCA 

SBA 

coa .l + 



FIGURA Z 

Porciento de trofozo!tos de las olonas l l L-6 con di­

ferente grado de fluorescencia por tinci6n directa coa 

Con A. 

Trofozo!tos de !:_ histolztica de las cloaas A l L-6 •• in­

cubaron con 25, 50 l 100 ug/al de Con A por 20 minutos a oº e.Al 
téraino de la incubaci6n, las amibas se tijaroa con paratoraal­

dehido al 4 % a teapeeatura aabieate •Rrante 30 ainutoa 7 poate­

rioraeate se obserTaron al aicroscopio de fluorescencia, claaiti 

can•o la tinci6n en fluorescencia alta (3), tluoreaceacia aedia 

(2), fluorescencia baja (1) 1 fluorescencia nula (O). 
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trofozoítos de la clona A (Tirulenta) 1 L-6 (aYiruleata •• !:. !!! 
tolytica es rica ea residuos de aanoaa 7 glucosa, 7 que R-acetil 

neuramínico, N-acetil glucoaaaina, N-acetil galactoaamiaa, D-g•­

lactosa z L-fucosa no se encuentran expueataa ea la aupertioie 4e 

loa trolozoítos, o bien se encuentran •• cantidades tan pequeftas 

que no es posible detectarlos·con un alto4o •e tinci6a fluoreacea 

te como el de las lectinaa. 

Por otra parte la Con A si fue capas de definir diferencias 

eatre las clonas A z L-6, al aeaos en cuanto a la caatida4 o la 

constante de afinidad 4e loa residuos •e aanosa 7/0 glucoea por la 

Con A, 1• que loa porcentajes de ~inci6a ea aa~as cloaas fueron 

mu7 difereates. 

2.- SENSIBILIDAD DE!.:. hiatol1tica, CLOMA:"L-6 t A A COLCBICIBA 

Con el objeto de saber si la colchicina podría utiliaarse 

coao un inductor de sincronía en !:. histolytioa, se deterain6 81l 

efecto sobre el creciaieato de loa trofozoitos •• la oloaa L-6 1 

A, los trofozoitos se incubaroa ea medio de cultiTo ooa difereates 

coaceatracioaes de oolchioiaa. Loa trofozoítos aoatraroa ea geae­

ral una alta resistencia a la colchicina, la clona L-6 solo pre­

aeat6 iahibiei6n •• el creeiaieato a uaa coaceatraoi6a de eoleki­

ciaa de 200 ug/al (Fig. 3). Esta •oaia inhibe el creciaieato de 

los trofozoítos de la cloaa L-6 despu'• 4e 24 horas de iacubaci6a 

l la viabilidad celular no •• ye afectada deapuls de 120 horas de 

presencia del fármaco ea el aedio. A 10 1 100 ug/al de oolohioiaa 

el crecimiento de la clona L-6 fue auz parecido al ooatrol aia 

colchiciDa, obserTándose solo una ligera baja en la Telooi4ad de 

crecimiento con 100 ug/al. 

La clona A al someterse al aismo procediaieato utilj_sado 

con la clona L-6, present6 una aa7or resistencia a la droga, por 

lo que fue necesario auaeatar la concentraci6a de la colchicina 

hasta 600 ug/ml, sin que se pudiera obteaer \Ula inhibici6n en el 

crecimiento 1 una buena viabiliiai de loa trofozoitos. Con 100 1 



FIGURA 3 

Efecto ie la colchicina sobre el creciaieate 

&e la cloaa L-6 ae .Enta.moeba hietol1tica 

4 
10 trofozoitoe ee inocularon -•• tubos con meaio te c•lti-

Yo a los que se lea agreg6 10 ug/ml (e), 100 ug/al (a) 6 ZOO ug/al 

(o) de colchicina y como control ae iaocularoa loa trofoso!toe ea 

medio sin colchicina (&). El número de c'lulaa en loa tubba .. coa 

tó ca4a 24 horas. 
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FIGURA 4 

Efecto 4• la colcbiciaa eobre el oreciaiento 

4e la clona A de Entaaoeba histol7tica 

104 trofozoitos se inocularoa en tubos con aedio 4e culti­

vo a los que se lee agreg6 100 ug/al (o), 200 ug/al (o) l 600 ug/ 

ml (0) de colchicina 1 como control se inocularon trofozoitos en 

medio sin colchicina (4). El número de células en los tubos •• 

cont6 cada 24 horas. 
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200 ug/al &e oolchiciaa el creciaieato &e la oloaa A t•• aiailar 

al coatrol sin oolchioiaa (J'ig. ~). 

La eeaeib111•a4 •• la cloaa L-6 a la oolchioiaa perait16 •­

tilisar a este f!r11aco ooao ua iahibi&or ••l oreciaieato •• lo• 

trofozoitoa, ia•uciea&o ainoroaia al retirar la colch1•1aa, aia 

eabargo en la clona A no fue posible utilizar a la eolchiciaa ••­

ao ua in&uctor •• eiaoroaia 1• que loa trotozoitea preaeataroa 

uaa aa7or reaieteacia a la droga. 

).- SIHCRONIZACION DE CULTIVOS DE LA CLONA L-6 DI !:. hiatol7tiea 

Trotezoitos •e la oloaa L-6 •• !,!, aiatol1tioa •• iacubaroa 

por difereatea tieapoa ea ae&io 'l'YI-S-33 eoa 200 ag/al •• eolohi­

ciaa para aeteraiaar el tieapo 6ptiao •• iacubaei6a para aiacre­

aizar loe cultiY••· La aejor aiacroa!a ee eatableci6 •eepu6a •• 

)O herae •• iaeubaci'• coa la &roga, •~••r••••••• ••e•'• que el 

¡rado •• aiacroaia taabi'• ea afecta&o por el tuu.15.e ••1 ia6ealo 

iaioial •• aieabra. 10' trofezeitea trata•o• coa oolcaioiaa por 

)O boraa aeabra•oa ea tubo• eoa 12 al •• ae•io, tu• la eoaeeatra­

oi6a 6ptiaa para lograr la aiaoroaia •el oultiY• (Fig. 5). Bajo 

eataa eoa&icioaea, la aiacroaiá ae mantuyo basta ea tr•• ciclo• 

replicatiYoe •• aproxiaa&ameate 1' horas oa•a 11DO •• elloa, coa 

ua !naice de aiacronia de 0.93, 0.91 l 0.69 reapectiyaaente (Ta­

bla III) aegúa el ao•elo •e Bluaeatal l Zabler (1962). 

31 eatableciaieato •e las con•ioioaea •e aincroniz~ci6a en 

la oloaa L-6 peraiti6 •eteraiaar ol tiempo •• •uraci6n de su ci­

clo celular l de caia uaa •e aua fases. 



FIGURA 5 

Efecto del in6culo sobre la inducoi&n 

de la sincronía en la clona L-6 de !!. histolytica 

Trofozoitos de la clona L-6 4e !!. histolytica se incubaron 

en meaio T?I-S-33 con 200 ug/ml •• colchicina por JO horas. Al 

tErmino de la incubaci6n 104 7 105 trofozoitoa se sembraron en 

tubos con medio fresco 7 el creciaieDto celular se midi6 can 4 
4 4 horas. (•) 10 trofozo!toa control, (e) 10 trofozoitoa tratadoa 

con colchicina, (o) 105 trofozo!toe control, (o) 105 trofozoítoe 

tratddos con colchicina. 
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TABLA III 

C~lculo del indice de sincronía en un cultivo de la 

clona L-6 de ~ histolytica tratados con colchicina 

105 trofosoitos de la clona L-6 de ~ histolytica incubados 

previamente por 30 horas en medio con 200 ug/ml &e colchicina se 

sembraron en tubos con medio fresco, el crecimiento celular se 

midió cada 4 horas y el indice de sincronía se calculó en cada di 

ViEiÓn sincrónica del cultivo de acuerdo al modelo descrito por 

Blumental y Zahler (1962) (N2/N
1
)-2t/g. Donde N

1
: número de célu­

las a un tiempo 1, N2: número de células a un tiempo 2, ta tiempo 

entre t 1 y t 2 (h), 1 S= tiempo de generación (h) (10 horas para 

~ hi6tolytica). 



rABLA III 

DIVISION N1 t1 N2 t2 t SUSTITUCION INDICE DE 
(N /N ) -2t/g SINCRONIA 2 1 

1a. 13x104 hora 10 27x1o4 hora 12 2h (27x104¡13x104)-22110 0.93 

2a. 27x104 hora a1 6x10.5 hora 25 4h ( 6x105¡27x104 >-24/ 10 0.91 

Ja. 6x105 hora 35 12x105 hora 39 4h (12x105/ 6x105)-24/ 10 0.69 



4.- DETERMINACION DEL T!t;MPO DE DURACION DE LAS FASES S + G2 I DE 

LAS FASES D + G1 ;N EL CICLO CELULAR DE LA CLONA L-6 DE Entamoeba 

histolytica 

Con el fin de establecer que parte del ciclo celular ocupa 

la fase de síntesis de ADN, es decir si se encontraba antes de la 

división celular, como en cualquier ciclo celular normal y de es­

ta forma dividir el ciclo celular de la clona L-6 en dos periodos 

,uno de síntesis de ADN y otro caracterizado por la ausencia de 

ella. Para esto, después del tratamiento con colchicina los tro­

fozc)itos de la clona L-6, fueron sembrados en medio TYI-S-33 !re:!. 

co suplementado con ( 3H) tim para marcar metab6licamente el ADN 

amibiano a lo largo de su crecimiento sincrónico. 

La incorporación de ( 3H) tim por célula, medida por el nú­

mero de cpm en material TCA preciritable, junto con el monitoreo 

del número celular demostró que en el momento de la divisi6n ce­

luló,r, las cpm por célula disminuyeron significativamente (Fig.6) 

~in embargo esta disminución solo se observó en la 2~. y 3a. di­

visl.ones sincrónicas, ya que en la 1a. divisi6n sincr6nica lo. in­

cor11oraci6n de ( 3a) tim fue continua después del tratamirnto con 

colchicina. 

Usando los datos del segundo ciclo replicativo, es decir,de 

la hora 11 a la 26, fue posible dividir el ciclo celular en dos 

periódos: uno antes de la división de 9 horas (4e la hora 11 a la 

20), que corresponde a la síntesis de ADN (S) y a la fase gap 2 

(G2 ) y otro de 6 horas (de la hora 20 a la 26), que incluye a la 

4ivisi6n celular (D) y a la !ase gap 1 (G
1

). Lo anterior sugiere 

que los trofozoitos &e la clona L-6 &e Entamoeba histolytica tie­

nen un ciclo celular que presenta las cuatro fases caracter1stic&s 

en ua ciclo celular normal, faltando aetermiaar solaaente la 4u­

raci.ón d.e cada una lle ellas. 



FIGURA 6 

Incorporaci6n ie ( 3H) tia en cultivos einoroai 

coe ele la cloaa L-6 ie !:. hietolztica 

105 trofozoitos trataios con colchiciaa por 30 horas ea una 

concentrac16n de 200 ug/ml fueron eembraclos en tubos con meiio 

TYI-S-33 conteniendo 5 uCi/al ~e c3a) tia. El admero ie c~lulas 7 

la incorporaci6a ie la marca en el ADN aaibiano por c~lula se cuaa 

tificaron simultaneameate cacla cuatro horas. 
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5.- ESTABLECI~IENTO DE LA DURACION DE LA FASE D Y DE LA FASE G1 
EN EL CICLO CELULAR DE LA CLONA L-6 DE ~ hiatolytica. 

En otros experimentos, las amibas fueron incubadas con ()H) 

tim durante el tratamiento con colchicina y la diluci6n de la mar 

ca por célula fue seguida a través del crecimiento sincrónico de 

la clona L-6 de ~ histolytica para tratar de determinar el tiem­

po necesario para la división celular y discernirla del tiempo de 

duración de la fase G1 en el ciclo celular. 

La Fig. 7 muestra que la duplicación celular es inducida al 

término de la primera hora despu&s de haber sido removida la ool­

chicina, lo anterior definió que el segundo periódo de 6 horas 

(mencionado anteriormente) y que incluye tanto la división celu­

lar (D), como la fase a
1

, puede ser dividido en una hora corres­

pondiente a la fase D y en 5 horas, inmediatamente anteriores a 

la síntesis de ADN, correspondiente a la fase a1• 

La Fig. 7 muestra ademAs que en cada división sincrónica, 

exi~te una duplicación en el número celular de la población l una 

dilución en la marca de alrededor del 50 % en las cpm por c&lula, 

sugiriendo un tipo de división binaria en la mayoría de la pobla­

ción celular. 

6.- ESTABLECIMIENTO DE LA DURACION DE LA FASE S Y DE LA FASE G2 
EN EL CICLO CELULAR DE LA CLONA L-6 DE ~ histolytica. 

Para estudiar el tiempo de duración de la fase s, se midió el 

tiempo de incorporación de ( 3H) tim por célula en un cultivo sin­

crónico, en un experimento de pulso y caza (Fig. 8). La gráfica 

muestra que no existe síntesis de ADN, en las primeras 5 horas 

después de la 1a. división, correspondientes a la fase a1, sino 

que la síntesis se inicia en la hora 6 y termina en la hora 12 

después de la división, lo que nos indica que la fase S del ciclo 

celular de la clona L-6 dura aproximadamente 6 horas, esto permite 

dividir el periódo de 9 horas antes mencionado en uno de 6 horas 



FIGURA 7 

Diluci6n ae c3a) tia en cultivos sincr6nicos 

de la clona L-6 ae Entaaoeba histol1tica 

5 x 10
4 trofozo!tos incubados previamente por 30 horas en ae 

dio TYI-S-33 con 200 ug/ml de colchicina y 7 uCi/cl de c3a) tia •• 

sembraron en tubos y la ailuci6n de la marca por célula en cada di 

visi6n sincrónica se sigui6 al mismo tiempo que se monitoreaba el 

crecimiento celular en to•o el experimento. 
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FIGURA 8 

Incorporaci6n de c3H) tim en un pulso ea 

cultivos sincr6nicos de la clona L-6 ie !:. histolytica 

105 trofozoitos de la clona L-6 tratados con colchicina fue­

ron sembrados en tubos con medio TYI-S-33. A partir ie la hora O, 

cada tubo se someti6 a un pulso de 12 uCi/ml de c3H) tia de dos b~ 
ras. Al término del pulso se cuantific6 la s!nteeis de ADN amibia­

no por célula en material TCA precipitable. 
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y otro de 3 correspondiente• a la fase S y a 2 respectiY&aente. 

Los datos permiten además establecer que el tiempo de sín­

tesis de ADN, al menos en la clona L-6 es un eYento •iscreto 7 

que le sigue una fase gap antes de la siguiente diYiai6n celular 

como ocurre en el ciclo celular de la mayoría de los sistemas 

biol6gicos. 

7.- EFECTO DiL ·rRATAMil:.NTO CON COLCHICINA SOBRE LA SINTESIS DE 

ADN EN U GLONA L-6 DE Entamoeba histolytica 

Para estuaiar el efecto de la colchicina sobre lá síntesis 

de ADN, se midió la incorporaci6n de c3H) tim en el ADN amibiano 

a lo largo de 60 horas de incubación con 200 ug/ml de colchicina 

en el medio. La Fig. 9 muestra, que la colchicina a esta concen­

tración inhibe el crecimiento amibiano de la clona L-6, deapu&s 

de 24 horas ee incubución a 37º c. Sin embargo la síntesis de ADN 

es continua hasta por más de 24 horas en presencia de la ciroga, 

y es hasta las 30 horas en la que una disminución lineal en las 

cpm/amiba se obserYa, estabilizandose a las 50 horas de incuba­

ción. 

El experimento demuestra que la síntesis de ADN no se Ye a­

fectada por la presencia de la colchicina, aún cuando el creci­

miento de los trofozoítos se detenga, lo anterior probablemente 

produzca poliploidia en los trofozo!tos, por .. lo que se obserwa 

la incorporación de c3s) ti• deapu&s de que el número celular se 

estabiliza, esto probatlemente provocaría que la cflula tenga que 

com~ensar esa cantidad extra de ADN expuls!ndolo •e alguna aanera 

(micro células por ejemplo), lo que explicaría la disminuci6n li 

neal en el n~mero de cpm/amiba. 



FIGURA 9 

Efecto de la colchicina sobre la sintesis de 

ADN en la clona L-6 de Entamoeba histolytica 

Tubos de medio TYI-S-33 conteniendo 200 ug/ml ie colchicina 

y 7 uCi/ml de c3H) tim fueron sembrados con 105 trotozoitos de la 

clona L-6 de ~ histolytica. La incorporaci6n de la marca en mat! 

rial TCA precipitable, asi como el crecimiento celular fue moni­

toreado cada 8 horas para estudiar el efecto de la colchicina sobre 

la sintesia de ADN amibiano. 
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8.- TINCION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE A LO LARGO DEL CICLO CELU­

LA.< DE LA CLONk L-6 DE !:_ b.istolytica 

Una vez establecidas las condiciones para la sincronizaci6n 

celular de la clona L-6 y conociendo además que de las lectinas 

probadas solo la Con A present6 afinidad por la membrana celular 

amibiana, la superficie ce la clona L-6 ae aarc6 a lo largo del 

ciclo celular con Con A, con el fin (e establecer diferencias en 

los patrones de tinción que nos diera evi•eacias ae un recaabio 

antigéaico •e superficie. 

La intensidad de la fluorescencia en la superficie amibiana, 

ae clasificó como se mencion6 anteriormente. Se observó en general 

una b.omogeaidad en la tinción (Tabla IV) presentán•ose ea la ªªY! 

ría •• las células (alre•••or del 90 %) fluorescencia aedia ea to 

do el cicle celular. Sin embargo en las horas 3 y 4 •uraate la fa 

se a1 y ea la b.ora 1~ en la fase a2 loa porceatajes de tinción va 

ridron, aumeatando el número de c&lulas coa fluoresceaoia alta 

(53.4 %1 16.1 ~y 37 % reapectivamente). Ea las b.oraa 11 1 12 l 13 

los poroeatajes •e tiacióa ao fueroa •etermiaa•os, 

Los resultaa•s no aportaa eviaencias lo sufieieateaente con 

tuaieates para aecir que se obaerv~ variaci'n antigéaica •e aupe~ 

ficie a lo largo del cielo celular &e la cloaa L-6 de Entaaoeba 

histolytica, ao obstaate si parecen iniicar uaa bueaa siacroaiza­

ción en el cultive, &emeatrable por la homogenidaa en la tinción 

ie les trof•zoítos. 

9.- RADIOIODINACION DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE A LO LARGO DEL 

CICLO CELULAH DE LA CLONA L-6 Di ~ hiatolytica 

Cea el objeto •• obtener claras evijenciaa &e uaa variaciéa 

anti~éaica de superficie, las proteínas de superficie ae la cleaa 

L-6 ae !:.. hiatolytica •• marcaron ea difereatea fases ael ciclo 

celular coa 1251 meaiante la a•aptaci6a ae Avila (1982) al proto­

colo de March~lonis (1971), 



TABLA IV 

Ti.acióa ie la clona L-6 ie ~ hiatolztica 

coa Coa A a lo largo ie su ciclo celular. 

Troíozo!tos de la cloaa L-6 ie E. hiatol7tica se marcaroa ea 

la superficie coa 100 ug/ml ie Coa A ea caia hora ie au ciclo ce­

lular en ua cultiYo sincr6aico iaduciio con 1iJa trataaieato coa col 

chiciDa. Fluoresceacia alta (3), tluoreaceacia meiia (2), fluores­

cencia baja (1) y tluoresceacia nula (O). 



TABLA IV 

FASE HORA INTENSIDAD DE l'LUORESCENCIA 

3 2 1 o 

D o 7.6% 90.2% 1.376 o.69% 

G1 4.1;.í 92.5;; 3.3% o.o % 

ª1 2 3.9% 86.5% 8.?% 0.'19% 

ª1 3 53.4% 46.5% 0.0% o.o % 

ª1 4 16.1~ 83.8% 0.0% o.o % 

G1 5 1.8% 98.1% 0.0% ().0 ji, 

s ,. 
4.1% 89.6% 5.1% 1.0 % o 

s 7 1.5% 98.5% 0.0% o.o % 
s 8 4.0% 95.00,6 1.0% o.o % 
s 9 2.6% 96.4% 1.0% o.o % 
s 10 J.8% 96.1% 0.0% o.o % 
s 11 ND ND ND ND 

ª2 12 ND ND ND ND 

ª2 13 ND ND ND ND 

ª2 14 . 37.0% 55.1% 1.5% 6.2 % 

ND= No determinado 



Al término del radiomarcaje se observó alrededor de un 90% 
de integridad celular en los trofozoítos, car .• cterizada por su al 

ta refrin~encia y su continuidad en la membr ~ na plasm,tica. El 10 

~ restante fue desc artado del paquete celular lavando los trofo­

~oít o s por centrifubación a baja velocidad. 

La fig. 10 muestra el patr6n electrofor~ticc de las proteí­

na s t o t ale ~ d e ~ histolytica a diferentes tie~pos despu~s del 

tr a tami ent o con colchicina, representando cada uno de ellos una 

f ase diferente del ciclo celular. 

En todos los carriles del gel donde se corrieron las mues­

t ras se observ6 una buena definici6n en las banda s de proteína te­

~ i d a s con azul de Coummassie. En los extractos totales se aprecian 

ba ndas de pr o t~in H c cn p e sos mo lec ~ lareE (P. I'. . ) desde 125 hasta 

14 kil odaltone s (Kd), que es el rang o resolutivo de loe geles de 

poliacrilamida al 10 % usados en los experimentos. 

Se ¡ udieron ob se rva r difere ncia s en las bandas de protein& 

de ~7 . 7', 52 y L? k i lodaltones de peso molecular. 

La autorradiogr a fín de las proteínas de superficie (Fig. 11) 

muestra diferencias en las proteínas de 151, 131, 109 y 42 kilo­

daltones de peso molecular en las diferentes fases del ciclo ce­

lular, pudiéndose observar claramente en el análisis densitom,tri 

co de la autorradiografía (Fig. 12). 

La resolución de este método con res~ectu a l~ fluorescencia 

es mucho mayor, pudiéndose observar variación en las proteinas de 

s u~erf i cie en el ciclo celular de Entamoeb& bistolytica. 

10.- ADHESION A C~LULA~ EPITELIALE~ DE LA CLONA L-6 DE Ent&moeba 

histolytica EN EL CICLO G ~LULAR 

Para tratar de averiguar si la variación antigénico tiene 

al6una implicación bioló¿ ica en la virulencia de los trofozoitos, 

se midió la adhesión y la fagocitosis a lo largo del ciclo celular 

de la clona L-6 de !:.. histolytica para correlacionar estos eventos 



FIGURA 10 

Proteínas totales de la clona L-6 de E. 

histolytica en diferentes fases del c5.clo celular. 

Trofozoitos de ~ histolytica_ de la clona L-6 fueron incu­

bados con 200 ug/ml de colchicina durante JO horas para sincron! 

zar los cultivos. Proteína total de los trofozoitos en diferentes 

fases del ciclo celular se obtuvó y se corrió en geles de poliacr! 

lamiaa SDS al 10 %. Carril 1, marcadores de peso aolecular. Carri 

les 2 al 6 proteína total de ~ histolytica a las 1, 3, ?, 11 l 

16 horas deapu'a de la incubación con colchicina respectiYaaente. 
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FIGURA 11 

Autorradiografia de proteínas de superficie de la clona 

L-6 de !:. histolytica marcadas con 1251 en diferentes 

fases del ciclo celular. 

Trofozoitos de la clona L-6 de !:. histolytica de un cultiYo 

sincronizado con colchicina se marcaron con 1251 en diferentes fa 

ses de su ciclo celular. Proteína tot~l amibiana se obtuv6 en las 

diferentes fases y se corri6 un gel de poliacrilamida SOS al 10 %. 
Posteriormente el gel se tiñ6 con azul de coummaasie, se sec6 y 

se prepar6 para autorradiografía y as! poder visualizar las pro­

teínas de superficie. Carriles 1 al 5 proteínas de superficie de 

!!_ histolytica a las 1, 3, 7, 11 y 16 horas despu~s del tratamiento 

de sincronizaci6n con colchicina respectivamente. 
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FIGURA 12 

Aailieie deneitométrico de las proteiaae de 

superficie de la clona L-6 de E.histolztica 

de difereatea faaee del cicle oelular 

La• autorraaiograt!ae de las prete!nae de superficie de la 

clona L-6 de diferentes faaes ae su ciclo celular ee analizaroa 

&eneitoa&tricaaente. P&Delea 1 al 5 aensitoaetria &e la autorra-

4iograíia de las proteinaa de euperfioie de la clona L-6 a laa 1, 

3, ?, 11 1 16 hor~a después del tratamieato de aiacroaizaoi6a coa 

colcbiciaa. 
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coa la variaci6a antig~aica, ea iecir coa la aparici6a o •••apa­

rición ae alguaa proteína ea particular a lo largo iel ciclo ce­

lular. 

Trofozoitoa 5e la clona L-6 ie E. histolytica trataioa coa 

colchiciaa, ae incubaron coa aoaocapaa •• cflulaa epitelial•• MDCI 
para aeiir el grado de ~clheaión •• las amibas ea ea ciclo celular. 

Ea la mayor parte iel ciclo celular loa trofozoitoa preaentaroa 

un graio •• aiheaióa (e entre el 45 1 el 60 ~. siendo este rango 

au7 pareciio al coatrol (45 %) en cflulas ao aiacroaizadaa. 

Sin embargo se observó un pico del 80 % de adhesi6a ea la 

hora 4 y un valle de menos ael 40 % en la hora 13. Ea las horas 

1 1 2 no se puio cuantificar laadhesión iebiio a la toraaci6n (e 

ua precipitado en los pozos. 

La cinética de adheai6n de la clona L-6 en el ciclo celular 

se muestra en la Fig. 13. 

11.- ERITROFAGOCITOSIS DE LA CLONA L-6 DE!:. histulytica EN EL 

CICLO CELULAR 

Trofozoitos de la clona L-6 de !:. bistolytica trata(os con 

colchicina, se ensayaron para fagocitosis de eritrocitos humaaos a 

los 10 minutos de incubación en cada hora del ciclo celular. Los 

resultados muestran un pico en la fagocitosis en la hora 4 1 12 de 

4 eritrocitos/amiba y un pico mayor de 6 eritrocitos/amiba en la 

hora 6. Ea las demás horas las amibas mostraron una eritrofagoci­

tosi& similar al control asincrónico (3 eritrocitos/amiba), menos 

en las dos primeras horas, donde la tasocitosis fue ea promedio 

igual o menor a un eritrocito/amiba (Fig. 14). 



FIGURA 13 

Cinética de adhesión a monocapas de c~lulas epi­

teliales de la clona L-6 de ~ histolytica a lo 

largo de su ciclo celular 

105 trofozoitos de la clona L-6 de un cultivo sincronizado 

se incubaron en cada hora de su ciclo celular con monocapae de c! 

lulas MDCK en multicámaras limbro a 37° C durante 30 ainutoe. Po! 
teriormente la preparaci6n se fijó con glutaraldehído al 2.5 % l 
se retiraron los trofozoitos no adheridos para contarse l calcu­

lar el porcentaje de adhesión en cada hora de su ciclo celular. 

Control asincr6nico 45 % ae adhesión. 
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FIGURA 14 

Cinética de fagocitosis de eritrocitos humanos 

de la clona L-6 de !:_ bistolytica a lo largo 

de su ciclo celular 

Trofozoítos de un cultivo sincronizado y eritrocitos humanos 

(1 a 100) se incubaron en cada hora de su ciclo celular a 37º C 

par a medir la eritrofagocitosis durant e 10 minutos. Las prepara­

ciones se fijaron con glutaraldehído al 2.5 %, y los eritrocitos 

fagocitados se contrastaron con dillllinobenzidina. Posteriormente 

se cont6 el número de eritrocitos fagocitados por amiba en 100 

trofozoítos elegidos al azar en cada hora del ciclo celular de la 

clona L-6 de E. histolytica. Control asincr6nico, J eritrocitos/ 

amiba. 
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DISCTJSION 

Las lectin2s, como ya se ha mencionado, son protefnas de 

origen no inmW1e que presentan afinidad especffioa por oarbo­

hidratos. Esta propiedad ha sido utilizada ampli~mente en el 

estudio de protefn·.s de superficie, ya que debido a la alta e!!_ 

pecificidad que present n es posible utilizarlas para conocer 

los residuos de azdcclres de las glicoprotefnas que estan ex­

pQestas en la superficie celular. El estudio de las glicopro­

tefnas es importante desde varios pW1tos de vista, por ejem?lo, 

su p:·rticip"lci~n en fen6menos de reconocimiento celular (Pippia 

:l col., 1980). En el caso de !:. histolytioa, 1 s glicoprote!na.s 

del glucocalix son las primer~s mol~oulas que tienen contacto 

con el hospedero y probablemente algunas de ellas esten invol.! 

eradas en la virulencia del parásito mediando V• adhesi6n y fa_ 

gooitosis de la c~lula blanco. 

En el presente trabajo se reporta el uso de varias lacti­

nas con afinidad por diferentes azdcares con el objeto de cara~ 

terizar los carbohidr- .tos de las protefm•.s de superficie de !:. 

histolyticH. De las lectinaf" utiliza.das solo la Con A reconoci6 

la membrana. celular amibiana. Lo anterior comprueba los resul­

tados de Trissl y col. (1977) que!:. histolytica posee en su 

superficie W1a gran c2.ntidad de residuos de manos.'\ y glucosa. 

Los ensa~os de reconocimiento y marcaje con Con A fluo­

rescente se realizaron en dos clonas de diferente virulencia , 

la clona L-6 no virulenta y la clona A virulenta. Los resulta­

dos mostraron diferencias en el grado de tinci6n en la superfi-



cie celular amib"iana entre las clonas. Adem4s se encontraron d.!, 

ferentes patrones de tinci6n, al variar la concentre.o14D de la 

C::in A utilizada. B;stos result:J.dos sugieren que la superficie c~ 

1·11l:1r amibiana presenta gliccprotdnae con residuos de manosa 

y glucosa en diferente proporoidn y por lo tanto las proteínas 

d13 superficie muestran afinidad diferencial por la Con A. 

Le. Fig. 15 muestra un modelo que explica la tinci6n dife­

r1rncial de los trofczo!tos oon Con A. El modelo propone que la 

superficie amibiana expone un n6nero detenninado de gicoprote!­

néLll con receptores para Con A, al teñir la º'lula con cierla 

concentraci6n de leotina, 8sta se une primeramente a los reoep­

tc1res con mayor afinidad por ella, probablemente aquellas gli­

cc1prote!nas con manosa y de ja libres algunos receptores con al'.! 
ntdad m!a baja, al aumentar la oonoentraoi6n de la lectina, loa 

r11ceptorea se saturan, hasta que todos los receptores tienen a­

cc•plada una o m4s mcleculr-.e de Con A. El modelo tambi8n toma en 

cttenta la existencia de un porcentaje m~ pequeño de amibas que 

n<l' presenta receptores para Con A, para explicar por que en to­

d<l's los experimentos un porcentaje pequeño de amibas no se ti­

ñi6, a.fui cuando se utilizaron altas conoentraoionea de leotina 

e?1. el medio. 

Las diferencias en la tinoi6n con Con A encontradas entre 

ambos tipos de clonas no pueden por si solas ser explicadas ea. 

funci6n del grado de virulencia que presentan. Y aunque existen 

antecedentes de que algunas propiedades de superficie correla­

cionen con la virulencia amibi~na, entre ellas la capacidad de 

aglutinaci6n de los trofozo!tos con Con A ('l'rissl 7 001.,1977). 

Trissl y col. proponen que no solo 1011 reoeptores para la CODA 



influyen en la capacidad de aglutinaoi6n de los trotosoftos,si­

nc que otros componentes de la membrana, asf coa• la carga de 

superficie determinan de manera conjunta la correlaci6n de la 

virulencia amibiana. Por lo tanto, con los resultados obtenidos 

en esta tesis no se puede sugerir •ue las diferencias en la ti~ 

ci5n con Con A en'tre las clonas se deban por una part• -.a su di­

ferencia en la virulencia o que presenten diferentes tipos de 

glieoprote!nas de superficie. Además, el marcaje con leotinas 

fluorescentes es un m~todo de poca resoluci6n, por lo que no es 

posible definir con ell• el tipo de glicoprote!nas en la. super-­

f'icie celular. 

Como alternativa para hacer m4s evidentes estas diferen.­

•3ias y verificar si existen cambios en los patrones de tinoi6n 

a. lo largo del ciclo celular se implementa una metodologfa para 

Bincronizar los cultivos amibianos y estudiar las glicoprote!nas 

ele superficie en los trofozo!tos de ambos tipos de clonas en 

nus diferentes fases del ciclo celular. BBtu4ian4o las moUculas 

que se expresan atra.ves del ciclo celular fue posible encon't:ra.r 

correlaciones entre las glicoprote!nas de superficie con la 

E1xpresi6n de e.lgunas actividades agresivas de la amiba como son 

J.3 fagocitosis, la 2dhesi6n y el efecto citopático. 

Los cultivos sincr6nicos de !:. histolytioa no se habían 

podido obtener hasta recientemente, no obstante se han reporta­

d.o intentos por sincronizar cultivos amibianos utilizando simu.!, 

taneamente hidroxiurea como inhibidor de la sintesis de ADB 7 

el ayuno de nucle6tidos en el medio de cultivo {Austin y Warren 

1983). En esta tesis report6 un m~todo de sincronizaoi6n celu-



1.3.r para los trofozottoa de la clona rr.6 cepa HMl 1 IMSS de !!_ 

!:,;istclytica utilizando altas dosis de colchicina. l!l:l método 

alternativo r;ue se propone presenta la ventaja sobre el de Austin 

y Warren o.ue proporciona cultivos amibianos con una alta viabili 

dad y un !ndice de sincron!a superior. Aunque este protocolo de 

e :mcronizacicSn no es generali_zado para todas las cepas de ~ 

h:~ stolytica , la olona L-6 puede ser oonsiderada un buen modelo 

para el estudio del ciclo celular de E. histol.ytica, debido a 

que muestra una velocidad de crecimiento similar a otras cepas 

aa1ibianas, incleyendo la clona A y a las cepas HMl:IMSS, HM31 

D!SS y HIC9 ( Orozco, 1981). La clona L-6 a.demás tiene la ventaja 

dE! que fue aislada junto con le clona A a partir de la cepa mn1 
niss que es ampliamer.te utilizada en laboratorios de inv t?etiga­

ci.cSn. 

El protocolo de sincronizaoi6n que se propone fue dificil 

de establecer, ya que E. histolytica presenta en general una 

alta resistencia a &a colchicina, e inclusive este mdtodo de si~ 

cr·onizacicSn no fue efectivo con otras clonas, ya que ni a.ftn con 

dosis tan altas como 600 ug/ml de colchicina en el medio se Pr.2, 

dujo un efecto inhibitorio en el crecimiento. Para i.. clona L-6 

fue necesario utilizar dosis 20 veces superior a las usada.e en 

la eincronizacicSn de o~lulas de mam!fero. Esta alta resiF-tencia 

a la colchicina, habla sido ya reportada con anterioridad en 

varias cepas de!!_ histolytica (Entner y col., 1962). Por otra 

·parte existen también reportes que l.!' colchicina carece de &et,! 

vidad sobre algunos mecanismos de agree16n de la amiba (Ra.wiin 

y col., 1980 ). 



Como es sabido, la colchicina inhibe la polimerizaci6n de 

microtúbulos a nivel de metafase durante la mitosis. De ahi que 

el proponer en !:_ histolytica un posible mecanismo de sincroniza­

ci6n celular con colchicina a este nivel que explique, por una 

parte, la dificultad de identificar microtúbulos a nivel de cito­

plasma (Martínez-Palomo, 1982), y por otra, la alta resistencia a 

la droga, s6lo sería posible pensando en un tipo de mitosis pecu­

liar o atípica¡ probablemente del tipo de endomitosis donde la 

colchicina tendría que atravesar la membrana plasmitica y la mem-

brana nuclear e inhibir la polimerizaci6n de microtúbulos en el 

núcleo. Existen reportes que apoyan la idea de una endomitoais •n 

!=._ histolytic•, tales como los de la existencia de microtúbulos en 

núcleos en divisi6n de !=._ histolytica (Martínez-Palomo, 1982). Y 

aunque existen reportes de microtúbulos citoplismicoa en cepas de 

§.=._ histolytica, ~stas son del tipo Laredo (Gicquad, 1979; Inje7an 

y col., 1979). Por otra parte, recientemente en nuestro laborato­

rio se han observado endomi tesis en la clona I.-6, utilizando auto­

rradiografía de trofozoítos marcados con ( 3H) tim y en cortes gru! 

sos te~idoa con azul de toluidina en trofozoítos tratados con col­

chic in• (Sol is 1 1985). 

Debido a la poca informaci6n que se tiene sobre los proce­

sos de divisi6n de E. histolytica, este protocolo de sincroniza­

ción celular podrÍ• utilizarse, ademl.s, para el estudio o identi­

ficaci6n de las estructuras celulares que participan en el eYen­

to de divisi6n de f.:_ histolytica. Por otra parte, adn cuando 1• 

es posible ver endomitosia en trofozoitos de la clona L-6 tra­

tados con colchicina, todavia existen dificultades pa.ra identi-



ficar mitosis maro..ulas en trotozo!toe de!:. histolytioa bajo ºº.! 

dioiones de cultivo normales, es decir, sin ningun tratamiento. 

Para salvar el obstaculo de la dificultad de observar mit!. 

sis maroadas, la utilizaci6n del maroaje metab6lico del ADN am,! 

biano con (3H) tim fue de gran ayuda para determinar la duraci6n 

del ciclo celular de !:_ histolytica y de oada una de sus fases. 

Los experimentos de marca continua a lo largo del crecimiento 

sinor6nico, as! como lo@ de marcaje durante la inoubao16n con 

colchicina y los experimentos de pulao y caza permitieron esta­

blecer con cierta certeza que el tiempo de duraci6n del ciclo 

oelul~r es de entre 15 y 18 h, el de la fase G1 es de 5, el de 

la fase S es de 6, el de la ~ es de 3 y el de la fase D (Div1-

ei6n) es de 1 h. 

Por otra parte se pud.6 determinar la na.turr.;.lel'l& binari.'\ de 

la divis16n amibiana. 

Una vez establecidas las condiciones de sinoronizac16n ce­

lular, fue posible estudiar los ant!genos de superficie a trav's 

del ciclo celulr de !:. histolytioa. El marcaje con Con A fluore!. 

cente a lo largo del ciclo celular de la, clona L-6 de !:. ~ 

lytica,demostr6 homogenidad en la tinoi6n, ya que alrededor del 

90 ~ de la poblaoi6n present6 la misma intensidad y patr6n de 

fluorescencia. Sin embargo, se observ6 un resultado que podría 

sugerir variaci6n de Ls glicoprote!nas de superficie a lo largo 

del ciclo celular de la amiba,7 es el hecho de que los patrones 

de tinoi6n variaron hasta en un 50 ~ en las fases O¡ 7 ~· 

Por otra part~, el marcQje con 
125

1 de las prote!nas de 

superficie present6 ventajas con respecto a la tinoi6n con Con A, 



ya que permiti6 observar diferencias claras en los patrones eles. 

trofo~ticos de las prote!nas de superficie de !:. histolrUoa. 

Los resultados demostraron diferencias en las prote!nas de su­

perficie en cada una de sus tases del ciclo celular. Betas di­

ferencias demuestran a su ves,una variaci6n antig6nioa en el c:!, 

clo celular de .!!. histolytica. 

Como ya se ha mencionado a•terio1"111ente, el recambio anti­

gfnico es utilizado por algunos parásitos para evadir la respue!..­

ta inmune del hospedero. En !:. histo1ztica esto podrfa ser po­

sible perllise recuiere de un mayor estudio para afirmarlo con 

certeza, ya que el recambio podr!a tener otra signifioanoia bi!, 

16gica como lo sugiere• los experimentos de adhesi6n y fagocit,2_ 

sis de la clona L-6 a lo largo de su ciclo celular. Tanto la 

1dhesi6n a monocapas de c8lulas epiteliales oomo ia tagooitosis 

a eritrocitos humanos, variaron a lo largo del ciclo celular, 

encontr~ndose aumentados estos pard.metros de medioi6n de la 

virulencia i!:,~,hasta en un 100 ~en algunas fases del ciclo 

celular de la clona t-6 de .!:. histolytica. 

Beta vari".oi6n antigénioa. puede relacionarse con la apari­

ci6n o aU111ento de algunas glicoprote!nas o receptores de super¡.¡; 

ficie necesarios en estos eventos. Sin emb~rgo son necesarios 

mayores estudios en est~ campo. 

Por ~timo, consideramos de relevancia el hecho de reportar 

un método de sinoroniza.oi6n celular para .!:. histolytioa, 7a que 

esto perrniti6 establecer Lis primeras evidencias del recambio 

antigénico en el ciclo celul'r de este parAsito. 



CONCLUSIONES 

1.- Los resultados comprueban que la mayoría de residuos de azú 

cares en la superficie de ~ histolytica sor. ~anosa y glucosa. 

La Con A fluorescente tiñó en forma diferente a las clonas de 

E. histolytica utilizadas. 

2.- Se estableció un protocolo de sincronización celular para la 

clona L-6 de !!_ histolytica utilizando altas dosis de oolchicina. 

Este protocolo ofrece cultivos amibianos con una alta viabilidad 

y un índice de sincronía superior al 90 %. 

J.- Se estableció que el ciclo celular de ~ histolytica tiene 

una duración de entre 15 y 18 horas y que la fase G
1 

dura 5 h, 

la fase S 6 h. la fase G
2 

es de 3 h y la fase D (División) es de 

1 :-iora. 

4.- Se encontraron diferencias en las proteínas totales de ~ 

histolytica en diferentes fases del ciclo celular, siendo nota­

bles en las proteínas de los siguientes pesos moleculares: 87, 

76, 52 y 49 kilcdaltones. 

5.- Se encontraron diferencias en las proteínas de superficie 

de E. histolytica en diferentes fases del ciclo celular de E· 

histolytica en los sibuientes pesos moleculares: 151, 131, 109, 

y 42 kilodaítones. 

6.- Existen diferencias en el grado de adhesión de !!_ histoly-

~ a monocaras de células MDCK en el ciclo celular de loe 

trofozoítos, encontrándose una adhesi6n del 80 % en la fase G1 

y un 40 56 en la fase G
2

, man teniéndose en un 50 % de adbesi6n en 

promedio en las dem~s horas del ciclo celular. 



7.- Existen diferencias en el grado de fagocitosis de eritrooi­

toe humanos en el ciclo celular de !:. histolytioa • Los tro~o­

zo!tos mostraron en las primeras 3 horas una disminuoi6n del 

66 :~ de la fagocitosis mostrada por el control y en la hora 6 

mostraron un aumento del 100 ~ comparada con el control. 
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