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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fue realizar un estu-
2io de los antfgenos de superficie a lo lsrgo del ciclo celular

ern doe clenes de diferente virulencia de Entamoeba histolytica,

la clona A (virulenta) y la clona L-6 (avirulenta), aisladss am-
bas a partir de la cepa HM1:IMSS.

El estudio de los antigenos de superficie se reali:é me-
diante el marcaje de superficie de células intactas con lectinas
fluorescentes y mediante el marcaje de las proteinas de superfi-

cie con 125

I para su posterior andlisis electroforético. Ademés
se realizaron ensayos de adhesidn y fagocitosis a lo largo del
ciclo celular de los trofozoitos, por estar estos eventos rela-
cionados probablemente con los antigenos superficiales.

Todos los experimentos se realizaron durante el ciclo ce=-
lular utilizando cultivos sincrénicos 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 ant{genos de superficie no se llevd a cabo completamente.

Los experimentos parecen sugerir una variacién antigénica
en el ciclo celular de la clona L-6 demostrada p;r la tincién

25

con lectinas fluorescentes, el radiomarcaje con I y por leos

ensayos de adhesidén y fagocitosis a lo largo del ciclo celular
de E. histolytica.

Por otra parte, los resultados también sugieren que los
antigenos de la clona A y L-6 son diferentes, ya que los patro=-
nes de tincidn con Con A, fueron diferentes, comprobando ademéie
que la mayorfa de los residuos de azifcares en la superficie en

ambas clonas son principalmente manosa y glucosa.
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INTRODUCCION

1.= TAXCGNOMIA Y GENERALIDADES
Phylum: Protozoa
Clase: Sarcodina

Subclase: Rhizopoda

Crden: Amcebida
Familia: Endamoebidae
Gérero: Entamoeba

LEspecie: Entamoeba histolytica ( Shaudin, 1903)

Entamoeba histolytica es el protozoario gque parasita al

hombre y a otros mam{feros, 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
¢cidn se presenta como un estado de portador asintoméitico, pero
con frecuencia este protozoario es responsable de una enfermedad
que puede ir desde la diarrea crénica ligera hasta la disenteria
fulzinante, Existen complicaciones extraintestinales de la ami-
biasis; entre las més comunes esté el absceso hepdtico que pue-
de romgerse hasta el peritoneo, la pleura, el pulmén, el pericar
dio y los genitales (Harrison, 1976).

Ls amiba presenta dos estadios en su ciclo de vida, una fa
se activa llamada trofozoito, que es la fase invasiva y respon-
sable de la sintomatologfa clfnica de la enfermedad, y otra la-
tente, denominada quiste, gue es la fase infective, responsable
de la transmisidén de la amibiaeis (Burdon y Williams, 1976).

El trofozofto, al igual que el quiste, es microscédpico y
mide de 7 a 35 micras de diémetro, no presents estructuras inte£
nas especiales, a excepcidn del niicleo, numerosas vacuolas y va-~
rias inclusiones (Kudo, 1969). Su locomocién es medimnte la emi-

sién de seuddpodos. Bajo ciertas condiciones, afn no definidas,



el trofozoito, puede enquistarse y/o reproducirse, al paracer por
fisién binaria (Kudo, 1969; Burdon y williams, 1976). 5u h&bitat
es el lumen intestinal, produciendo flceras en la mucosa. Entre

las partfculas que ingiere se encuentran células tisulares, eri-

trocitos y leucocitos (Kudo, 1969).

2.- MORFOLOGIA

Bl citoplasma del trofozofto en condiciones de cultivo se
puede diferenciar en endoplasma granulosce y ectoplasma hialino.
Ademds, la amiba presenta un gran nimero de vacuolas digestivas
cuando se observa recien extraida de alyfin hospedero (Kudo, 1969)
Los estudios de microscopia electrénica no han mostrado mitocon-
drias, ni aparato de Golgi, ni reticulo endoplésmico, ni peroxi-
somas (Osada, 1959; Miller y col., 1961; Fletcher y col., 1362;
Siddiqui y Rudzinska, 1965; Rondanelli y col., 1366, 1967; Griffin
y Juniper, 1371; Martfinez-Palomo y col., 1976). El niicleo amibiano
mide de 4 a 7 micras de difmetro y ademis presenta vesiculas,
siendo &stas observables solo en microscopio de contraste de fa-

ses (Chévez y col., 1971).

3.~ FISIOLOGIA

La tasa metabdélica de la amiba es elevada, por lo tanto con
sume yrandes cantidades de energia, sin embargo al carecer de mi-
tocondrias y citocromos carece tambien de ciclo de Krebs funcio-
nal.

Antafio se crefa que las amibas eran anaerdbicas, pero re-
cientemente se demostrd que consumen oxIigeno cuando se les propor
ciona (Weinbach y col., 1976). Las investigaciones del metabolismo
aerdbico de E. hiatolxtica han mostrado ademés que los sustratos
que oxida son D-glucosa, D-galactosa, etanol, isopropanocl, L-se-
rina, NADH y NADPH (Weinbach y col., 1978). Como componentes de

la cadena respiratoria se han identificado nucledtidos de nico-



tinamida y adenina, adem#s de compuestos con centro de fierro-

azufre (Cervantes, 1980).

4.- CICLO DE VIDA

Aunque el ciclo de vida de E. histolytica dentro del hos-
pedero es desconocido, los experimentos in vitro y las observa-
ciones clinicas e histopatolégicas sugieren que el ciclo de vida
de este parfsito es el sigulente; cusndo los gquistes son ingeri-
dos por un nuevo hospedero, #stos son llevados al intestino, en
donde el trofozoito escapa del confinamiento de la pared quisti-
ca (exquistacidn) (Noble y Noble, 1976). La exquistacidn comien-
za con un incremento en la tasa metabSlica dentro del quiste.Seu
dépodos claramente formados a partir del ectoplasma, se pegan rié-
pidamente en diferentes puntos de la periferia del quiste (Noble
y Noble, 1976). Frecuentemente los seuddpodos presionan sobre
ciertos puntos de la pared quistica, hasta que el trofozofto en-
cuentra la salida, al encontrar el poro de salida, la perforaciénm
de la pared se realiza y el trofozofto sale (Noble y Noble, 1976)
Una vez liberados los trofozoftos, éstos pueden pasar al colon e
invadir la mucosa intestinal, produciendo §lceras y disenteria
amibiana. Los trofozoitos pueden atravesar la pared intestinal y
por torrente sanguineo invadir el higado, el pulménm, el cerebro,
el corazdn o los genitales, produciendos abscesos (Noble y Noble,
1976; Harrison, 1977).

Se ha calculado que alrededor de 45 millones de quistes son
descargados cada dia 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 latinocame-
ricanas, solo se registraron casos de muertes en residentes de
entre 15 y 74 afios de edad. El nimero de fallecimientos debidos
a amibiasis fue igual sl producido por todas las demds enferme-
dades infecciosas del tracto digestivo (Puffer y Griffith 1967),
ademfis, de 100 muertes registradas por amibiasis, 33 ocurrieron
en la Cd., de México.

Las estadisticas de amibiasis basadas en necropsias ofre=-
cen datos de mayor exactitud, pero al mismo tiempo reflejan so-
lamente las formas m#s graves de esta enfermedad. En los regis-
tros del Hospital General de México de la SSA en el afio de 1968
se muestra que la amibiasis ocupd el cuarto lugar como causa de
muerte en la Cd. de México (Riadura y Lépez, 1968). Y datos mis
recientes indican que estu parasitosis tiene una incidencia en
nuestro pais de entre el 2 y el 9 % de la poblaciém (Gutierrez
y col., 1376).

la amibiasis, ademfas de ser una enfermedad grave capaz de
matar al enfermo que la padece en un perfodo relativamente corto,
es también un psdecimiento crénico que puede inutilizar indivi-
duos productivos por perfodos de tiempo prolongado con la conse-
cuente repercusidén econémica y social. En una muestra de 1443
pacientes con absceso hepéitico, entre los cuales hubo una mortan
dad del 17 %, la estancia hospitzlaria promedio fue de 48 dfas,
y la incapacidad para el trabazjo fue de 80 dfas como promedio

(3eplilveda, 1964),

6.- PROBLEMAS EN EL ESTUDIO DE E. histolytica.
El pardsito fue encontrado por L&sh en 1875, en un paciente
del distrito de Arcangel cerca de Peterburgo, quien sufria disen-

terfa crénica asociada con la presencia de amibas en las heces.



Aunque estas amibas producian disenter{a cuando eran inoculadas
en perros, L¥sh no creyé que el parésito fuera el agente causal
de la enfermedad. El papel patogénico de las amibas fue demostra
do por Kartulis en 1887 trabajando en Egipto (Mart{nez-Palomo,
1982), quien ademfs describié la existencia de lesiones hepéti-
cas. Posteriormente hubo trabajos, en su mayoria olinices, que
ayudaron a definir el papel de la amiba en la disenteri{a orénica
y en los abscesos hepéticos. Sin embargo el estudio sistematizado
de la bioclogia de E. histolytica ha presentado varios problemas
debido esencialmente a la falta, hasta 1968, de un medio de culti-
vo axénico para trofozoitos (Dimmond, 1968). Diez afics més tarde
este medio fue modificado por Diamond y es en la actuslidad el de
uso més generalizado (Diamond y col., 1978). No obstante la efi-
ciencia de este medio para el crecimiento de los trofozoftos,
tiene la desventaja de ser altamente complejo y las sustancias
que lo componen y sus proporciones se desconocen. Esto ha difi-
cultado algunos estudics sobre la bilologia amibiana.

Otro problema que ha enfrentado el estudio de la ariba en
cuanto a su diferenciacidén celular, ha sido la falta de un proto=-
colo de cbtencién de quistes de este parfsito de mansra controla-
da y definida.

Por otro lado, las cepas obtenidas en el laboratorio
partir de las heces fecales, tfilceras colSnicas y abscesos heph-
ticos muestran una gran heterogenidad celular, segin se ha demos-
trado recientemente ( Sudrez, 1983; Orozco y col. 1983; 1985).Este
problema ha sido parcialmente solucionado con el aislamiento de
clonas, utilizando la técnica descrita por Gillin y Diamond (1978).
3in embargo, ain trabajando con clonas, la heterogenidad de los
cultivos amibianos persiste debido a la fisiologia propia de cada
célula y wuy probablemente & la fase del ciclo celular en gue se

encuentren los trofozoitos.



7.~ IMPORTANZIA DEL ESTUDIO DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE E.his-
tolytica.

La respu:sta inmune en coutra de E. histolytica es um tanto
complicada, esencialmente por la diversidad de componentes anti-
génicos que presenta,

En infecciones naturales y experimentales, los antigenos
de superficie juegan un papel muy importante, ya cue son las pri-
meras moléculas del parfisito que tienen contacto directo con el
hospedero y es, ademfs, sobre ellas en donde se fijan los anti-
cuerpos inmovilizando temporalmente al trofozofto y lisdndolo en
algunos casos (Cole y Kent, 1953).

Los ant{genos de superficie son principalmente carbohidra-
tos y glicoproteinas y a pesar de estar parcialmente caracteriza-
dos se desconocen hasta la fecha la mayorfia de sus funciones. Sin
embargo en E., histolytica se han descrito algunas propiedades di-
namicas de la superficie jue involucran de alguna manera a los
antigenos superficiales, una de ellas es la formacidn de casguete
inducida por ligandos polivalentes (Calderdémn y col., 1980; Trissl
y col., 1977).

Los estudios con anticuerpos especificos en la formacidén de
casquete de los antigenos de superficie de E. histolytica, puede
utilizarse para tratar de averiguar el papel que juega esta pro-
piedad en los mecanismos de evasién de la respuesta inmune por
este pardsito, ya que los anticuerpos al interaccionar con los
antigenos de superficie del trofozoito, son redistribuidos a un
punto en la membrana celular del trofozofto, llamado uroide, para
posteriormente liberar o fagocitar los complejos antigeno-anti-
cuerpo (Calderén y col., 1980).

Este proceso celular de formacidén de casquete involucra, ne
cesariamente un recambio antigénico., Este recambio antigénico en
la superficie de la amiba, como ya se ha mencionado es inducido

por la accién de ligandos polivalentes. Sin embargo, nc se sabe si



existe en este pardsito un recambio antigénico esponténeo y peril
dico como se ha descrito en otros pardsitos para ewadir la respues
ta inmune del hospedero a lo largo de su ciclo celular o de su oi
clo de vida (Cantrell, 1958; Onyango y col., 1965; Geed, 1972)

Existen evidencias de que trofozoitos de clonas de E. histo-
lytica no virulentas presentan una velocidad de formacifn de cas-
quete significativamente menor que las clonas de mayor virulencia
(0lguin, 1964). Estos datos podrian sugerir alguna relacifn de es
te fendmeno con la agresividad de los trofozoitos.

8.- SINCRONIZACION EN kntamoeba histolytica

El ciclo celular de E. histolytica alin no ha sido estableci
do., Los primeros intentos por sincronizar trofozoftos de E. his-
tolytica se llevaron al cabo empleando un nétodo inductivo con
choques térmicos, que consiste en el enfriamente prolongado de

los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento (Cervantes,
1980). Este método se utilizé debido a que con €1 se logré la sin
cronizacién exitosa en amibas de vida libre como Amoeba proteus
(James, 1959, 1966). Con esta técnica también se habia logrado la
sincronizacién mitdésica en amibas del género Naegleria (Fulton y
Guerrini, 1967). No obstante los resultades que se obtuvierom enm
E. histolytica con este método fueron variables, produciendose a-
demds una destruccién abundante de los trofozoitos (Cervantes,
1980).

Recientemente, se han intentado sincronizar los cultivos ani
bianos utilizando bloqueadores de la sintesis del ADN ocomo la hi-
droxiurea, Sin embargo, la viabilidad de los trofozoftos obtenida
con este método es muy baja, debido a lo tdxico de la droga (Aus-
tin y Warren, 1983).



9.- EL CICLO CELULAR

El ciclo celular es el peribdo entre la formacidn de una
nueva célula por la divisiém de su célula madre y el tiempo en que
la nueva célula se divide para formar dos células hijas. Es uma
unidad fundamental de tiempo, y a nivel celular, se define como el
ciclo de vida de una c8lula (Mitchison, 1973). En la mayorfa de
las células animales, el mayor tiempo del ciclo es ocupado por la
interfase, que es el periddo de tiempo entre la divieibn celular
¥ el comienzo de la siguiente mitosis.

Dos tipos diferentes de eventos ocurren en un c¢iclo celular
normal. Uno de ellos incluye los eventos de mitosis y estrangulae
cibén celular, los cuales son procesos de separaciln espacial. El
otro incluye eventos de s{ntesis, en los cuales se duplican esen-
clalmente todos los componentes de la célula. Para estudiar los
patrones de crecimiento y sintesis através del ciclo celular se
han utilizado dos principales metodologfas. Una de ellas consiste
en trabajar con c¢8lulas individuales mediante técnicas de medicién
microscépica, Esta metodologia tiene la ventaja de revelar conm de
talle fino los patrones de crecimiento y la variacibn entre célu-
las individuales, la desventaja ea que su medicibn es estricta-
mente limitada. En el segundo tipo se encuentran las metodologiase
que utilizan cultivos sincrémicos, donde los cultivos celulares
han sido puestos en una misma fase de crecimiento. El gran mérito
de los cultivos sincrdnicos, es que ellos proveen suficiente ma-
terial homogéneo para estudios bioquimicos. 3in embargo la sincro
nia de los cultivos no es completa, ya que la fase de divisidn
ocurre en un periddo de tiempo m&s o menos largo. Ademis, después
de algunos ciclos los cultivos pierden su sincronia, debido & la
variacidn 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-

cidn:



a) La sincronizacidn por seleccidén, en la cual las células en un
estadio particular del ciclo son seleccionadas a partir de un cul
tivo asincrénico y crecidas posteriormente en un cultivo por =me-
parado; y

b) La sincronfia por induccién, en la cual se aplican tratamientos
especificos a los cultivos que pueden sincropizar a las cflulaas
en una fase especifica del ciclo celular.

Los ciclos después de una sincronia por seleccibn al parecer
son normales, ya que los procedimientos de sincronia por seleccidm
no afectan al metabolismo celular, produciéndose cicloe celulares
normales en cuanto al tiempo de duracidém. Algunos tipos de sincre
nia por inducciln también producen ciclos celulares mormales, pero
algunos métodos distorsionan los ciclos. Por ejemplo miltiples cho
ques térmicos con calor producen excelente sincronfa en Tetrahyme-
na pero los ciclos celulares son mis cortos y adenés las células
son mi#s grandes y varfan mucho mfs en tamafio que em oultivos no
sincrénicoe (Scherbaum y Zeuthen, 1954).

El uso temporal de bloqueadores, por ejemplo de la sintesis
de ADN o de la mitosis, detiepen a las células en la fase de sim-
tesis del ADN o de divisién, pero pueden no sincroaizar a las cé-
lulas en otros aspectos del metabolismo, como lo es la sintesis
de protefnas, del ARN, etc. (Mueller, 1969; Mitchisom y col.1969).

10.- ESTUDIO DEL CICLO CELULAR CON CELULAS INDIVIDUALES

a) Aislamiento de una sola célula, El método més directo es el de
aislar una sola célula y seguir su orecimiento através de ume o
aés ciclos haciendo mediciones sucesivas de uma forma en que mo
se dafie la célula (Prescott, 1955; Mitchisom, 1957).

b) Distribucidm por edad e fidice mitético. Una buena forma de ob-
tener informacifn acerca del ciclo celular puede ser per medio de



observaciones o mediciones sobre uma serie de células individua-
les en cultivos asincrémicos. Como por ejemplo, la proporcidn de
células en las gque seé cbserven mitosis (Indice mitético). Obvia-
mente la proporeiém entre células en mitosis y las que no lo es-
tan serd diferente y siempre se presentardn més células jJivenes

que principien el cieclo que células viejas. Esto es debido a gue
upa célula individual vieja, siempre dari dos células jSvenes al
pasar por divisiém. Uma estimacién gruesa de la lomgitud del pe-
riddo del cielo celular puede ser calculada utilizando las pro-

porciones de las células en mitosis (Cook y James, 1964).

€¢) Distribucidém de eomponentes celulares. El conocimiento de la
edad de las células hace posible predecir la proporeifm de la cam
tidad de um componente celular dado, de um cultivo en crecimiente,
¥ permite conocer ad:mis loa patrones de incremente de sste com-
ponente através del cielo celular. Por ejemplo, el ADN puede me-
dirse en um niimeroc de cflulas tomadas de un cultivo asincrémice
en fase exponemcial de orecimiente. Con los datos obtenidos es po
sible construir um histograma de frecuencias y a partir de éste
una curva promedio de sintesis se puede derivar por el método des
¢rito por Walker (1954). Este método es el mejor para comstruir
curvas de sintesis de ADN y permite establecer la duracidém del
ciclo celular.

d) Mitosis marcadas, Umo de los métodmmés utilizados para deter-
minar las fases del cicle celular ha sido el registre de mitosis
marcadas em muestrae sucesivas de células. Esta técmica fue des~
crita previamente por Quastler y Sherman (1959) y modificada pos-
teriormente por Howard y Pele (1963). La descripcidn més reciente
es la de Van't Hof en 1968. En esencia el método consiste em dar
un pulso de timidina tritiada in vivo o im vitro a un cultivo a-

sincrénico y tomar muestras de células a varios intervalos de tiem



po, contando posteriormente el niimero de mitosis marcadas ea una
autorradiografia. En las primeras muestras, no se encontraréa mi-
tosis marcadas pero la proporoidn de las mitosis maracads aumea-
tard debido a las células que estuvieron en fase de sintesis (8)
durante el pulso con timidina tritiada y que hayam pasado a mito-
sis (M), posteriormente el porcentaje de mitosis mareadas em las
muestras disminuir& debido a que ya no hubo incorporacidn de ti-
midina tritiada en estas células, porque no se encontraban ea
sinteais (S) durante el pulso radiocactivo.

El promedio de duracidn de la fases § es tomado como el tiem
po entre loas dos puntos de la primera cresta en que ocupa 50 %
las mitosis marcadas. El tiempo entre el comienzo del experimento
y el primer punto de 50 % de mitosis marcadas se toma como el tiem
po de duracidén de la.fase gap 2 (Ga) mds la mitad de la mitosis
(M) (Fig. 1). Se toma la mitad de M porque hasta el primer punto
de SO % de mitosis marcadas se registra también la profase que
generalmente se lleva la mitad del tiempo de mitosis (Mitchisom,
1973).

11,=- METODOS DE SINCHONIZACION CELULAR
I Sincronfa por seleccidnm.

a) Lavados. Este método se basa en que las células en estado mi-
tésico estan menos adheridas al sustrato en que estéin creciendo,
por lo que pueden ser removidas por un simple lavado. Este método
fue usado por primera vez por Terasina y Telmach (1%61; 1963) en
células Me la.

b) Separacidén en gradiente. Mitchison y Vincent.(1965) desarrolla
ron este método que se basa en que las células presentan diferen-

tes densidades de acuerdo a la fase del ciclo celular en que se



FIGURA 1
Diagrama del porcentaje de mitosis marcadas

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, 8= fase de sintesis del
ADN, M= mitosis, G1= fase gapl del ciclo celular y Gzz fa-
se gap 2 del ciclo celular (Tomado de Mitchisom, 1973).
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encuentren, pudiendo ser separadas en un gradiente de sacarosa.

1I Sincronia por induccién.

a) Inhibidores de la sfntesis de ADN. Xeros (1962) encontré que
altas concentraciones de timidina detenfan la sintesis de ADN en
células de mam{fero mediante una inhibicién enzimética. La fluro~
deoxiuridina bloguea la sintesis de nucledtidos y fue probada con
éxito por Rueckert y Mueller (1960) y por Littlefield (1962). El
metrotrexate un antagonista del &cido félico fue ussdo por Rueckert
y Mueller (1960) y por Mueller y Kajiwara (1966).

El 5-aminouracil fue usado en células vegetales por Smith y
col. (1963) y Wagenarr (1966) y en células He la por Reagan y Chu
(1966).

Todas estas sustencias tiener la propiedad de detener el
crecimiento por la inhibicidn de la sintesis de ADN permitiendo

Bincronizar los cultivos celulares.

b) Inhibidores de metafase. La colchicina, y la colchemida, un de-
rivado de la colchicina menos téxico, bloquea a las células en me-
tafase, inhibiendo la polimerizacibn de microtubulos en la mitosis,
siendo este efecto reversible mediante el retiro de la droga.(Doida
y Ckada, 1Y67)}.

Ctro agente reversible que bloquea & las células en metafa-
se sincronizarndo los cultivos es el oxido nitrose (Reo,1968). la
vinblastins es otro bloqueador pero es dificilmente reversible en

células de mamifero (Marcus y Robbins, 1963).

12.- METODOLCGIAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO DE ANTIGENOS DE SUPER-
FICIE.

Para el estudio de antigenos de superficie se han desarro-

llado técnicas de marcaje con anticuerpos monoclonales u otros 1li-



gandos especificos del tipo lectina, las cuales son protefnas y
glicoproteinas de origen no inmune, que se unen a carbohidratos
de manera especi{fica, aglutinando células y/o precipitando comple
jos de carbohidratos (polisacéridos, glicoproteinas, glicolipidos
etc.). Los ligandos (anticuerpos o lectinas) se encuentran acopla
dos a alguna marca radioactiva o fluorescente para su reconoci-
miento. Esto ha permitido establecer el numero de receptores so-
bre la superficie celular o su distribucién celular con técnicas
de microscopia, debido a la especificidad que presentan eatos lis
gandos.

Las lectinas o los anticuerpos inmovilizados en una columna
de afinidad permiten aislar y purificar a estos antigenos super-
ficiales. Estas técnicaa, con anticuerpos monoclonales y lectinas
son ampliemente utilizadas en otros sistemas ademis de en Entamo-
#ba higtolytica (Holder y Freman, 1382).

Otra técnica utilizada comunmente, es el marcaje de las pre
teinas de superficie de las células in vivo, es decir la radioyo-
ainacién de las protefnas mediante la lactoperoxidasa como cata-
lizador enzimltico, este método se basa en la sustitucidn de los
radicales libres de la tirosina de las proteinas de superficie por
iodo radiocactive (1251)- Este tipo de marcaje permite bacer anéli
sis electroforéticos de las proteinas de superficie mediante el
uso de técnicas autorradiogrdficas (Freman y Holder, 1983).

Todas estas técnicas han permitido estudiocs no solo a nivel
inmunolégicos, sino también a nivel bioquimico y de biologia mo-
lecular y han ayudado & entender ciertos mecanismos de diferencia
cién celular en otros sistemas, En E. histolytica estas técnicas
hsn servido en estudios de antigenicidad de diferentes cepas aui-
bianas, pero las perspectivas de in vestigacidm en este campo com

la ayuda de estas técnicas puedensser amplias.



OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue el de estudiar de
manera gemeral los antigenos de superficie en dos clonas de dife-
rente virulencia de E. histolytica, asi como el cambioc que sufren
estos antigenos a lo largo del ciclo celular de este pardsito.

Cbjetivos particulares.

a) Determinar la afinidad de varias lectinas a la superficie de
diferentes clonas de E. histolytica.

b) Sincronizar los cultivos amiblanos y establecer el tiempo de
duracién de las diferentes fases del ciclo celular de E. histoly-
tica.

¢) Establecer la afinidad de las lectinas en diferentes fases del
ciclo celular de B. histolxtics.

d) Determimar si existe variacifn antigénica en el ciclo celular

de E. histolytica mediante marcaje de superficie con 1251.

e) Determinar si existe variacifn en el grado de adhesién y fago-
citosis en el ciclo celular de E. bistolytica.



MATERIALES Y METODOS
1.~ CEPAS DE Entamoceba histolytica
Trofozoitos de E. histolytica de las clemas L~6 y A (Oroscoe
1981) que fueron obtenidas a partir de la cepa HN1:IMSS (de la Te

rre y col., 1971), se cultivaron axénicamente a 37° C en medio
TYI-S-33 (Diamond y col., 1978) suplementado con suero de termera
(Blocel, México) al 16 ¥ y 2 % de la mezola especial de vitaminas
de Diamond (North American Biologicals), ademds se agregarocn peni-
cilina (42 U/ml de medio) y estreptomicina (6 ug/100 ml de medio)
(Lakeside, México).

Los cultivos fueron sembrados en fase logaritmica de areci-
miento, utilizando tubos de borosilicato de 16 x 125 mm con tapa
de rosca., Los trofozoitos se despegaron del tubo incubandolos em un
bado de agua-hielo durante 5 minutos, y agitandolos posteriormente
De la suspensidén amibiana fria se tomé un inéculo de 0.1 a 0.3 ml
dependiendo de la densidad celular del cultivo, para sembrar eam
tuboe con medio nuevo. Los cultivos alcanzaron la fase logar{tmica
de crecimiento cuando el tubo present§ una concentracidn celular
de 1 x 10° a 1.5 x 10° amibas/ml de medio.

2.=- TINCION DE ANTIGENOS SUPERFICIALES CON LECTINAS FLUORESCENTES
Con el objetivo de buscar diferencias entre las proteinas
de membrana en las diferentes clonas amiblanas se utilizaron como
marcadores de superficie las siguientes lectinas: concanavalina A
(Con A) que tiene especificidad por manosa y glucoea; aglutinina
de germen de trigo (WGA) que tiene especificidad por N-acetil glu
cosamina; aglutinina de Ulex europauc (UEA) quwe presenta afinidad
por L-fucosai aglutinina de Dolichos biflorus (DBA), de Ricinus

communis (RCA) y aglutininz de frijol de soya (SBA), gque presen-
tan especificidad por N-acetil galactosamina y aglutinina de ca-
cahucte (PNA) que tiene especificidad por galactosa (todas las

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



La afinidad de las lectinas por la membrana amibiana se pro-
bé en concentraciones de 25, 50 y 10C ug/ml de las diferentes lec-
tinas disueltas en solucién salina de fosfatos amortiguada (PBS)
pH 7.2 adicionindole ademds cloruro de calcio (Baker) y cleruro
de magnesio (Baker), los dos en una concentracién final de 1 mM.

Una suspensidén amibiana de aproximadamente 1 x 106 trofozoi-~
tes/tubo (12 al) en fase logaritmica de crecimiento se centrifugé
a 4° ¢ a 360 x g. El1 sobrenadante se descartd y el paquete se lavd
por Pentrifugacién en 10 ml de PBS pH 7.2 & 4° C, estéril y adi-
cionado con Cacl2 ¥y chla 1mM. El paquete se resuapendid final-
mente en O.7 ml del mismo amortiguador, toméndose alfcuotas de
0.1 ml y colocéndolas en tubos eppendorff de 1 ml, Los tubos se
incubaron inmediatamente en agua-hielo (0° C) y posteriormente se
les agregd 0.1 ml de la solucidén de las diferentes lectinas, un
tubo por cada lectina. Los tubos con las amibas y las lectinas,
se agitaron para lograr una adecuada interaccién entre la super-
ficie de los trofozoitos y los ligandos, posteriormente se incu-
baron a 0° ¢ por 20 minutos, agitando los tubos por inversibm ca-
da 5 minutos. Al término de la incubacidn, los tubos se centrifu-
garon a Oo C a 360 x g 5 minutos, el sobrenadante se descarté y
el paquete celular se fijé con paraformaldehfdo (Sigma) al 4 %
durante 30 minutos a temperatura smbiente, agitando los tubos por
inversién cada 10 minutos. Por dltimo se hicieron preparaciones
en portaobjetos que se observaron en un microscopio de fluorescen
cia (Polivar) para obtener el porcentaje de células tefiidas para
cada lectina y en cada clona amibiana, repitiéndose la operaciém

en cada una de las concentraciones a probar.

3.- SENSIBILIDAD DE E. histolytica A COLCHICINA

104 trofozoitos fueron inoculados en tubos con 12 ml de me-
dio TYI-S-33 a los que se les agregd 10, 100 y 200 ug de colchi-
cina por ml de medio (Sigma). El mimero de células fue contado

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



TABLA 1

Afinidad de las lectinas por azlcares



LECTINA

TABLA I

ORIGEN

AFINIDAD

L[eTY

PNA

UEA

DBA

RCA

SBA

Con A

@ermen de trigo

Cacahuate

Ulex europaus

Dolichos biflorus

Ricinus communis

Frijol de Soya

Canavalia ensiformis

N-acetil neuraminico
N-acetil glucosamina

D-galactosa

IL-fucosa

N-acetil galactosamina

N-acetil galactosamina

N~acetil galactosamina

manosa y glucosa




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

Cultivos amibianos en fase logar{tmica de crecimiento se in
cubaron en una concentracién final de colchicina de 200 ug/ml du-
rante 30 horas a 37° C. Al término de la incubacidén las amibas se
lavaron dos veces por centrifugacién a 360 x g con PBS, estéril a
4° ¢ y pH de 7.2. El paquete lavado se resuspendid en medio TYI-
S-33 fresco ¢ inmediatamente después se contaron las células y se
sembraron en tubos con un indculo inicial de 10“ é 105 para seguir
su cinética de crecimiento. Tubos con un mismo inécule de amibas
sin tratamiento con colchicina fueron sembrados em formu simultd-
nea como comtrol. La poblacifn celular se contd cada 4 horas y
los experimentos se realizaron 3 veces independientemente. Poste-
riormente se procedid a calcular el indice de sincronia segin la
técnica descrita por Blumenthal y 2ahler (1362).

S.~ INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA EN CULTIVOS SINCRONICOS
Después del tratamiento con colchieina, 105 amibas se sem-
braron en tubos con medio TYI-5-33 fresco con timidina tritiada
(33) tim (Amersham, 103 Ci/mmol) en uma concemtracién de 5 uCi/ml.
Cada 4 horas un tubo se centrifugd a 360 x g y el paquete se lavé
dos veces con PBS estéril, a 4° ¢ Yy pH de 7.2. El paquete mse ajus-
té en PBS a una concentracidém celular de 5 x 10"+ amibas/ml. Poste-
riormente se cuantificé la radioactividad incorporada en el ADN
por célula, pasando un ml de la suspensién amibiana a través de un
filtro de nitrocelulosa de 0.45 micras de poro (Millipore HA) ¥
precipitindo a los trofozoftos in situ con &cido tricloroacético
(TCA) (Merck) al 5 %. La cinética de incorporacién se siguié por
duplicado, midiendo el nimero de cuentas por minuto (cpm) por cé-
lula en material TCA precipitable, y cuantificando el niimero de

trofozoitos en cada punto de la curva de crecimiento.



6.- DILUCION DE TIMIDINA TRITIiDa EN CULTIVCS SINCRONICOS

las amibas se incubaron 30 horas con colchicina (200 ug/ml),
agregando ademis al medio (BH) tim (7 uCi/ml). Al término de la
incubacidn con colchicina, se sembraron en medio TYI-S-33 fresco,
amibas a un inéculo de 5 x 104 trofozoftos por tubo cuantificsn-
do el material TCA precipitable por célula, y midiendo simulténea
mente el crecimiento en el cultivo amibiano cada 4 horas, para ve
rificar la dilucidén de la marca en los cultivos en cada divisién

sincrénica.

7= PULSCG Y CAZA DE TIMIDINA TRITIADA EN CULTIVOS SINCRCNICOS

Después del tratamiento con colchicina ( 200 ug/ml por 30
horas), los trofozoftos fueron sembrados simulténeamente en 30 tu-
bos con medio & un indculo inicial de 1 x 105 amibas. A partir de
la hora Q y en cada hora siguiente, un tubo ( de los 30 sembrados)
se sometid a un pulso de dos horas. La incorporacidn em el ADN de
la {BH) tim se midid, cuantificando el material TCA precipitable
por célula,

8.- EFECTC DE LA COLTHICINA SOBRE LA SINTESIS DE ADN

Con el objeto de verificar si la colchicina tenfia efecto so-
bre la sfntesis de ADN, &sta se midid por incorporacidn de (3H)
tim (7 uCi/ml) en el ADN durante la incubacién con colchicina (200
ug,/ml por 60 horas), cusntificando el nilimero de cpm en material
TCA precipitable por célula cada 8 horas, y siguiendo el crecimien-
to amibiuno simulténeamente, partiendo de un indculo inicial de
1 x 105 = 105 .

Je= CUANTIFIZACICN DE MATERIAL TCA PRECIPITABLE

Un ml de suspensién amibiana ajustads a una concentraciérn
determinads prevismente se pasé a través de un filtro de nitrocelu-
losa tipo HA de 0.45 micras de poro y de 25 mm de didmetro utili-
zando vacio. Inmediatamente después, se precipitd el material bio-

l6gico in situ con 3 ml de TCA al 5 % (ho C) por dos veces conse-



cutivas, posteriormente se pasaron 3 ml de etanol al 90 % (Baker)
y por filtimo otro volumen igual de etanol absoluto. Los filtres

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

de centelleo, el cual se prepar§ con 4 g de omnifluor (New England
Nuclear) en 700 ml de tolueno (Baker) y 300 ml de tritén-X-100
(3igma). La radicactividad inespec{fica pegada al filtro se conté
pasando en las mismas condiciones 1 ml de sobrenadante libre de
células. Los viales con los filiros se pusieron a 4° ¢ y en obs-
curidad durante 24 horas antes de su conteo en un espectrémetro

de centelleo liguido Packard modelo Tri-carb,

10.- TINCICN DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE A LO LARGC DEL CICLO CE-
IULAR DE E. histolytica (CLONA L-6)

Una vez establecidas las condiciones de sincronizacién de
los cultivos amibianos, se procedid a realizar la tincién de los
antigenos de superficie de la clona L-6 de E. histolytica a lo
largo de su ciclo celular. Las lectinas que dieron tincidn nega-
tiva se descartaron y solo se utilizad la Con A en una concentra-
cién de 100 ug/ml, siguiendo el protocolo de tincidén antes mencio-
nado, tomando alicuotas para realizar los ensayos en cada hora a

lo largo del ciclo celular de los trofozoftos.

11.- RADIOYODINACION DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIEZ DE E. E-St_O-
lytica (CLONA L-6)

la radioyodinacién se realizd mediante la adaptacidén de A-
vila (1982) al método de Marchalonis y col. (1971). La técnica
consistidé en cosechar a los trofozoitos de la clona L-6 de E. his-
tolytica en diferentes fases del ciclo celular y lavarlos dos ve-
ces con PBS estéril y a 4° ¢ adicionado con c:clz y chlz 1 mM me-
diante centrifugacién a 360 x g por 5 minutos. El paquete me re-
suspendié en PBS estéril y a 4°¢ y pH 7.2 & una concentracidén de
1 x 107/n1. y se tomd una alicuota de 0.3 ml conteniendo 3 x 106
trofozoitos, posteriormente se depositd en un tuba de vidrie si-



liconizado gue contenfa 1 mCi de Na125

I (Amersham, 14.5 nCi/ug de
I) neutralizado volumen a volumen con HCl (Merck) 0.1 N en PBS 2X,
ioduro de potasio (KI) (Sigma) para dar una concentracién final de
2.7 x 106 M y lactoperoxidasa (LPO) (Sigma) en una concentracidén
final de 100 ug/ml de PBS, completando el volumen final de la mez
cla a 1 ml con PBS. La mezcla se incubé inmediatamente em bafio-
hlelo y se hicieron dos adiciones de 25 ul de peréxido de hidré-
geno al 0.03 % (Baker) en PBS con un intervalo entre cada una de
ellas de 2.5 minutos y con agitacidén constante durante ese lapso
de tiempo. Al término de la segurda adicién de perdxido de hidré-
geno, la suspensién se pasd a un tubo cénico de pléstico estéril,
que contenfa 15 ml de KI 0.1 M a 4° ¢ (Disuelto en PBS), lavando
los trofozoitos en esa solucidén por centrifugacidén a 360 x g para
retirar la radiocactividad inespec{fica. El paquete fue utilizado
para obtener proteina total y correr la muestra en electroforésis.

Las proteinas de superficie, marcadas con 125

1 se detectaron por
contacto del gel con una pelicula para rayos X (Kodak). La auto=-
radiograffia se analizd posteriormente en un densitémetro de barri
do Gilford. Este procedimiento se realizé en diferentes fgses del
ciclo celular de trofozoftos de E. histolytica (clona L-6) de un

cultivo sincronizado.

12.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA ELECTROFORESIS

los trofozoitos previamente marcados con 125

I 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 concentracién ca-
da uno de 1 mM en un tubo eprenderff. Posteriormente se congela-
ron y descongelaron a las células 4 veces en acetona-hielo seco,
con el objeto de romper a lgs células y finalmente ee agregd de-
oxicolato de sodio (Sigma) a una concentracién final de 2 % y se
dejdé reposar el tubo a temperatura ambiente por 20 minutos. Al

término de los 20 minutos, se precipité la proteina total con un.



ml de acetona (Merck) y se agité fuertemente em Vortex, centrifu-
gandose posteriormente el tubo a 12, 000 x g en una centrifnpa
eppendorf{ durante 15 minutos a 4° C. El sobrencdante se retird
para repetir el procedimiento dos vecea més y el precipitado ce-
ténico final se secd al vacio (Avila, 1382). Estoes polvos cetdni-
cos se disolvieron en 100 ul de amortiguador para muestra de elec
troforésis que contenia los sigulentes reactives; 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 bromofenmol (Bio-rad) al
0.001 %. Una vez disueltas las muestras, se sometieron a ebulli-
cién durante tres minutos para inactivar a las proteasas, poste~
riormente se afiadid B-mercaptoetanol (B-ME) (Sigma) a una concen-
tracibn final del 5 %, las muestras se sometieron nuevamente a e~
bullicibn en baio marfa por um minuto, con el objeto de disociar
completamente a las protefnas en sus componentes polipeptidicos.

13.~ FPREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

El analisis electroforético se llevs a cabo en geles de po-
liacrilamida-SDS al 10 ¥, segin el método descrito por Laemmli
(1970) modificado (Avila, 1982), en geles planos de 18 x 15 om
con un espesor de 1.5 am.

El gel resolutivo se prepard a las siguientes concentracio-
nes finales de reactivos; 10 % de acrilamida (Bio-rad), 0.26 % de
N,N'-bis-metilen-acrilamida (Bio-rad), 0.54 M de Tris-EC1l pH 8.8,
glicerol al 10 %, 0.1 % de SDS, 0.05 % de persulfato de amonio
(Bio-rad) y 0.03 % de N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)
(Bio-rad). Para cada gel se empled un volumen de 32 ml de mezcla.

El gel concentrador se prepard con: 3 % de acrilamida, 0.08
% de N,N'-bis-metilen-acrilamida, 0.1 M de Tris-HC1l pH 6.8, 0.1 %
de 5DS, 0.001 % de persulfato de amonio y 0.05 % de TEMED. Para
cada gel se utilizé un volumen de 8 ml de la mezcle



14,- CONDICIONES DE CORRIDA ELECTROFORETICA

El buffer del electrédo contenia: Tris-HCl 0.025 M, glicina
0.16 M (Sigma) y SDS al 0.1 %, con un pH de 8.3. El gel fue pre-
corrido toda la noche a una corriente constante de 10 miliamperios
al dia siguiente se depositaron las muestras en los pozos del gel
en un volumen equivalente a 100,0C0 cpm y se aplicd uza corriente
constante de 15 miliamperios hasta que el azul de bromofenol mi-

gré aproximadamente hasts un cm antes del extremo inferior del gel.

15.- TINCION DE LOCS GELES

La tincidén de los geles se realizé con azul de Coummassie
(Bio-rad). Las protefnas se fijaron en el gel en una solucién de
TCA al 50 % (V/V) durante 20 minutos. Posteriormente, las protef-
nas se tifieron durante toda la noche con azul de Coummassie al
0.25 ;6 en 45 % (V/V) de metanol y 10 % (V/V) de &cido acético
(Merck). Pinalmente los geles se destifieron con una solucién de
metanol al 30 % (V/V) y &cido acético al 10 % (V/V), hasta que
las bandas de protefina se observaron claramente. En todas las eta-
pas de 1la tincidn, los geles se mometieron a agitacién 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 antibifticos (renicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml).
Las célules se sembraron a altas densidades en multicémaras (Lim-
bro). Se dejaron crecer incubéndolas a 37° ¢ en atmésfera de coa
y aire (5:95 %) y se utilizaron entre 3 y 5 dfas despuds 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 trofozoitos con solucién salina
(NaCl al 0.9 %) (Baker) y se ajustarom 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 solucién s:lina para
retirar las células no adheridas. Las células epitelisles se fija-
ron antes de cada experimento con glutaraldehido al 2.5 % (en PBS)
(Merck) durante 30 minutos a temperatura ambiente, y posteriormen-
te se lavaron 5 veces con solucidén salina, 2 veces con glicina 1M
y 10 veces m&s con solucién salina.

En cada pozo de las multicémaras se agregd 1 ml de la sus-
pensidén, y éstas se incubaron a 37° ¢. A los 20 minutos de incu-
bacidr, se agregd 1 ml de glutaraldehido al 2.5 % (en PBS) por 30
minutos a temperatura ambiente para fijar la suspensién celular.
Los sobrenadantes de los pozos conteniendo los trofozoitos no adhe
ridos se pasaron a tubos cénicos. Cada pozo se lavé 2 veces conse-
cutivas con solucidén salina para recoger aquellos trofozoftos que
no estuvieran adheridos & las monocapas. Las soluciones de lavado
se pasaron a los tubos cdnicos con los sobrenadantes conteniendo
los trofozoitos no adheridos recogidos previamente. Los trofozoi-
tos se centrifugaron y el paquete se resuspendié en 0.5 ml de so-
lucidn salina y se contaron los trofozoftos en un fotomicroscopio
de contraste de fases (Zeiss II) con la ayuds de un hematocitéme-
tro. La eficiencia de adhesién se calculd contando el nfimero de
trofozcitos no adheridos, restfndole ual nuimerc de trofozoftos to-
tales que se agregearon a cada monocapa de células, dividiendo es-
te resultado entre el nimero de trofozof{tos totales y nﬁltipliom-
do por 100,



EFICIENCIA TROFOZ20ITOS TOT. - TROFOZOITOS SUELTOS
DE = I 100
ADHESICON TROFOZOITOS TOTALES

Los experimentos se realizaron por duplicado, dce veces in-

dependientemente.

18.~ CBTENCICK DE ERITROCITOS HUMANOS

Los eritrocitos fueron obtenidos por puncidn venosa mediante
Jjeringas estériles con solucidn Alsever (Garvey y col. 1977) como
anticoagulante. La muestra de sangre se pasé a un tubo de 16 x
125 mm, y se centrifugbd a 1000 x g durante 10 minutos para sepa-
rar los eritrocitos del plasma. Posteriormente los eritrocitos se
lavaron 3 veces con solucién salina y se resuspendieron en medio
TYI-S-33 sin suero & una concentracidén de 1 x 108 eritrocitos/ml.
Para todas las pruebas de fagocitosis se utilizaron eritrocitos
de no mfs de 5 dfas de extraidos.

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

Las pruebas de eritrofagocitosis fueron realizadas de acuer
do a la técmica descrita por Trissl y col. (1978). Loe tubos de
cultivo en diferentes horas del ciclo celular se incubaron cinco
minutos en agua hielo para despegar los trofozoftos de las paredes
del tubo. Se centrifugaron durante 5 minutos a 360 x g y se ajua-
taron en medic TYI-S-33 a una concentraeidén de 1 x 106 trofozoi-
tes/ml, O.4 ml de esta suspensidén se pusd en contacto con 0.4 ml
de la suspensidn de eritrocitos humanos frescos (1 x 108 eritroci
tos/ml). Los tubos con las suspensiones celulares se incubaron en
basio marfa a 37° C durante 10 minutos. Al término de los 10 mim.
se agregaron 10 ml de agua bidestilada a temperatura ambiente y
se dejo reposar el tubo por 5 minutos para lisar los eritrocitos

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



brenadante se descartf y la pastilla se fijé con glutaraldehido
al 2.5 % (en PBS) por 30 min. a 3?o C. Posteriormente las prepars
ciones se lavaron 3 veces con solucidn salina y los eritrocitos
ingeridos se contrastaron con la tincién de Novikoff (1972), la
cual consiste en incubar las preparaciones durante 30 minutos a
37° C con 3-3' diaminobencidina (Sigma). Al término de eate tiem
po las preparaciones se lavaron 3 veces con solucidén salina. Pos
teriormente se contaron los eritrocitos ingeridos em 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 E. histolytica.



RESULTADOS

1.- TINCION DE TROFOZOITOS DE LAS CLONAS L-6 y A UTILIZANDO LEC-
TINAS FLUORESCENTES

La tincién de los trofozoftos con lectinas fluorescentes se
llevé a cabo por incubacidn de &stos con las lectinas marcadas,
observéndose directamente al microscopio.Arbitrariamente se cla-
sificaron las células tefiidas en a) intensamente fluorescentes
(3)y b) medianamente fluorescentes (2), ¢) de fluorescencia baja
(1), y d) de fluorescencia nula (O). De las lectinas utilizadas
(Tabla I), solamente la Con A tifié la superficie amibiana en las
concentraciones probadas tanto en la clona I~-6 como en la A (Ta-
bla II).

25 y 50 ug/ml de Con A dieron en la clona 1L-6 patrones de
tincién similares. Las c¢élulas con fluorescencia baja ocuparon el
mayor porcentaje (59.8 % y 64 % respectivamente). Sin embargo,
cuando se utilizaron 100 ug/ml de lectina, se observé una disminu-
cién en el porcentaje de células con fluorescencia baja de aproxi-
madamente un 50 % (25.6 %), mientras que el porcentaje de células
de fluorescencia media aumentdé aproximadamente al doble ( de 30.4
% a 62.4 %).

La tincién de la clona A presentd porcentajes de tincidn di-
ferentes a loa de la clona L-6 (Fig. 2). Con 25 y 50 ug/ml de lec-
tina, el majyor porcentaje de células presentd fluorescencia baja
(95 % y 86.2 % respectivamente), mientras que con 100 ug/ml de
Con A, el porcentaje de células con baja fluorescencia disminuyé
aproximademente un tercio (64.8 %), sumentando el porcentaje de cé
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 pequeiios manteniéndose constantes
en las tres concentraciones de lectina utilizadas.

Estos resultados indican que la superficie celular de los
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TABLA II

Tincifn de lae clonas A y 1-6 de
E. histolytica con lectinas fluorescentes.

Trofozoitos de E. histolytica de la cloma A ¥y I~6 se imcu-
baron con lectihas fluorescentes por 20 minutos a 0® ¢c. a1 térmi
no de la imcubacién, las amibas ae fijaron comn paraformaldehido
al 4 ¥ a temperatura ambiente por 30 minutos y posteriormente se
cbservaron al microscopio de fluorescencis.



TABLA II

LECTINA TINCION
WaaA -
PNA -
UEA -
DBA -
RCA -
SBA -

Con A 4




FIGURA 2

Porciento de trofozoitos de las clonas A y L-6 con di-
ferente grado de fluorescencia por tinciém directa conm
Con A.

Trofozoitos de E. histolytica de las clomas A y 1~6 se in-
cubaron con 25, 50 y 100 ug/ml de Con A por 20 minutos a 0° C.Al
término de la incubacién, las amibas se fijaron con paraformal-
dehido al 4 % a temperatura ambiente durante 30 minutos y poste-
riormente se observarom al microscopio de fluorescencia, clasifi
cando la tincidn em fluorescencia alta (3), fluorescencia media
(2), fluorescencia baja (1) y fluorescencia nula (0).
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trofozoftos de la clona A (virulenta) y L-6 (avirulenta de E. his
tolytica es rica en residucs de manosa y glucosa, y que N-acetil
neuraminico, N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina, D-ga-
lactosa y L-fucosa no se encuentran expuestas en la superficie de
los trofozoitos, o bien se encuentran en cantidades tan pequefias
que no es posible detectarlos con un método de tincién fluorescea
te como el de las lectinas,

Por otra parte la Con A si fue capazs de definir diferencias
entre las clonas A y L~6, al mence en cuanto a la cantidad o la
constante de afinidad de los residuos de manosa y/o glucosa por la
Con A, ya que los porcentajes de Tincilm en ambas clonas fueronm
muy diferentes.

2.~ SENSIBILIDAD DE E. histolytica, CLONA'1~6 T A A COLCEICINA

Con el objeto de saber ei la colchicina podria utilisarse
como un inductor de sincronia en E. histolytica, se determindé su
efecto sobre el crecimiento de los trofozoitos de la cloma I~6 y
A, los trofozoitos se incubaroa en medio de ocultivo con diferentes
conceatraciomes de colchicima. Los trofozoitos mostraren em geme-
ral una alta resistemcia a la colchieina, la cloma L-6 solo pre-
sentd inhibieidn em el crecimiemto a uma comcentraciln de seleshi-
cina de 200 ug/ml (Fig. 3). Esta dosis inhibe el crecimiemto de
los trofozoitos de la cloma L-6 después de 24 horas de incubaciém
¥y la viabilidad celular no se ve afectada deaspués de 120 horas de
presencia del farmaco em el medio. A 10 y 100 ug/ml de colchicina
el crecimiento de la cloma L-6 fue muy parecido al control sim
colchicina, observindose solo una ligera baja en la velocidad de
crecimiento con 100 ug/ml.

La clona A al someterse al mismo procedimiento utiliszado
con la clona L-6, presentd una mayor resistencia a la droga, por
lo que fue necesario aumemntar la concentracién de la colchicina
hasta 600 ug/ml, sin que se pudiera obtemer uma inhibicién en el
crecimiento y una buena viabilidad de los trofozoftes. Con 100 y



FIGURA 3

Efecto de la colchicina sobre el crecimieante
de la cloma L-6 de Entamocba histolytica

104 trofozoftos se inocularon .em tubos con medio de culti-
vo a los que Be les agregd 10 ug/ml (e), 100 ug/ml (o) & 200 ug/ml
(o) de colchicina y como control se imacularom los trofozoitos em
medio sin colchicina (&a). El nimero de células en los tubds se con
td cada 24 horas.
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FIGURA &

Efecto de la colchicima sobre el crecimiento
de la clona A de Entamoeba histolytica

10“ trofozoitos se imocularoa em tubos con medio de culti-
vo & los que se les agregl 100 ug/ml (o), 200 ug/ml (o) y 600 ug/
ml (0Q) de colchicina y como control se inocularon trofozoftos en
medio sin colchicina (a). El nimero de células en los tubos se

contd cada 24 horas.
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200 ug/ml de colchicina el crecimiemto de la cloma A fue similar
al control sin colchicima (Fig. &4).

1a sensibilidad de la cloma 1-6 a la solchicima peraitié u-
tilisar a este férmaco como un imhibidor del crecimiemte de les
trofozoitos, imduciemdo sinoromia al retirar la celchieima, sim
embargo en la clona A no fue posible utilizar a la selchieima se-
mo ur inductor de simcromia ya que los trofozoites presemtaroa
una mayor resistemcia a la droga.

3.~ SINCRONIZACION DE CULTIVOS DE LA CLONA L-6 DE E. lilt.}lti.l

Trefoze{tes de la clema L-6 de E. histolytica se imcubarom
por difereates tiempos em medio TYI-S-33 eom 200 ug/ml de eolohi-
cina para determimar el tiempo Sptimo de ineubaciém para simere-
nizar los cultives. La mejor sincromia se estableeil después de
30 heras de imeubaciém con la droga, shservandose ademis que el
grado de simcromia también es afectado por el tamafie del imdoulo
inicial de siembra. 10° trofezeites tratados com colchicima per
30 horas sembrados em tubes eson 12 ml de medio, fue la someentra-
oiém Sptima para lograr la simcromfa del cultive (Fig. 5). Baje
estas condiciomes, la sincromfa se mantuvo hasta en tres ciclos
replicativos de aproximadamente 15 horas cada uno de elles, con
un indice de sincronia de 0.93, 0.91 y 0.69 respectivamente (Ta-
bla III) segin el modele de Blumental y Zshler (1962),

Z1 establecimiento de las condieiones de sincroniz.eiém en
la cloma L-6 permitid determimar el tiempo de duracién de su ci-
clo celular y de cada upma de sus fases,



FIGURA 5

Efecto del inéculo sobre la inducocibn
de la sincronia en la clona L-6 de E. histolytica .

Trofozoitoe de la olona L-6 de E. histolytica se imcubaron
en medio TYI-S-33 con 200 ug/ml de colchicina por 30 horas. Al
término de la incubacién 10“ y 105 trofozoftos se sembraron en
tubos con medio fresco y el crecimiento celular se midi§ cada &4
horas. (m) 10“ trofozoitos control, (e) 10“ trofozoitos tratados
con colchicina, (o) 105 trofozo{tos control, (o) 105 trofozoitos

tratados con colchicina.
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TABLA III

Calculo del fndice de sincronia en un cultivo de la

¢lona L-6 de E. histolltica tratados con colchicina

105 trofosoitos de la clona L-6 de E. histolytica incubados
previamente por 30 horas en medio con 200 ug/ml de colchicina se
sembraron en tubos con medio fresco, el crecimiento celular se
midié cada & horas y el indice de sincronia se calculd en cada di
vieidn sincrénica del cultivo de acuerdo al modelo descrito por
Blumental y Zahler (1962) {Hz/ﬂ1)-2t/s; Donde N,= nimero de célu-
las a un tiempo 1, N2= nimero de células a un tiempo 2, tx tiempo
entre t1 y ta (n), ¥y g= tiempo de generacidn (h) (10 horus para
E. bistolytica).



TABLA III

DIVISION N, t, N, 5 t SUSTITUCION INDICE DE
(N,/¥N,) -2%/8 SINCRONIA
1a. 13x10%  hora 10 27x10%  hora 12 2h (27x1o“/13x1o“)-;2/1° 0.93
2a. 27x10"  hora 21 6x10°  hora 25  bh ( 6x10%/27x10")=2"/10 0.9
3a. 6x10°  hora 35 12x10°  hora 39  4h (12x10%/ 6x10°)-2*/1° 0.69




b.- DETERMINACION DEL TIEMPO DE DURACION DE LAS FASES S + Ga Y DE

LAS FASES D + G1 &N EL CICLO CELULAR DE LA CLCNA L-6 DE Entamoeba
histolytice

Con el fin de establecer que parte del ciclo celular ocupa
la fase de sf{ntesis de ADN, es decir si se encontraba antes de la
divisién 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 sintesis de ADN y otro caracterizado por la ausencia de
ella. Para esto, después del tratamiento con colchicina los tro-
fozoitos de la clona L-6, fueron sembrados en medio TYI-S-33 fres
co suplementado con (33] tim para marcar metabdlicamente el ADN
amibiano a lo largo de su crecimiento sincrdnico.

La incorporacidn de {BH) tim por célula, medida por el ni-
mero de cpm en material TCA precipitable, junto con el monitoreo
del nimero celular demostré gue en el momento de la divisibn ce-
lulsar, las cpm por célula disminuyeron significativamente (Fig.6)
3in embargo esta disminucién solo se observd en la 2a. y 3a, di-
visiones sincrdénicas, ya que en la 1a. divisidn sincrénica la in-
corporacifn de (BH) tim fue continua después del tratamirntoc 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
peric¢dos: uno antes de la divisidn de ¢ horas (de la hora 11 a la
20), que corresponde & la sintesis de ADN (S) y a la fase gap 2
(Gz) y otro de 6 horas (de la hora 20 a la 26), que incluye a la
divisiém celular (D) y a la fase gap 1 (01). Lo anterior sugiere
que los trofozoitoe de la clona L-6 de Entamceba histolytica tie-

nen un ciclo celular que presenta las cuatro fases caracteristicas
en un ciclo celular normal, faltando determinar solamente la du-

racidn de cada una de ellas,



FIGURA 6

Incorporacidn de (BH) tim en cultivos sincromi

cos de la cloma L-6 de E. histolytica

105 trofozoitos tratados con colchicina por 30 horas em una
concentracién de 200 ug/ml fueron sembrados en tubos con medio
TYI-S-33 conteniende 5 uCi/ml de (33) tim. El nfmero de células y
la incorporaciém de la marca en el ADN amibiano por célula se cuam

tificaron simultaneamente cada cuatro horas.
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5+= ESTABLECIMIENTO DE LA DURACION DE LA FASE D Y DE LA FASE 31
EN EL CICLO CELULAR DE LA CLONA L-6 DE E. histolytica.

En otros experimentos, las amibas fueron incubadas com (

3

tim durante el tratamiento con colchicina y la dilucién de la mar
ca por célula fue seguida a través del crecimiento sincrénico de
la clona L-6 de E. histolytica para tratar de determinar el tiem-
po necesario para la divisién celular y discernirla del tiempo de
duracidén de la fase 61 en el ¢ciclo celular,

La Fig. 7 muestra que la duplicacién celular es inducida al
término de la primera hora después de haber sido removida la ool-
chicina, lo anterior definid que el segundo periddo de 6 horas
(mencionado anteriormente) y gque incluye tanto la divisién celu-
lar (D), como la fase 01, puede ser dividido en una hora corres=-
pondiente & la fase D y en 5 horas, inmediatamente anteriores a
la sintesis de ADN, correspondiente a la fase 01.

La Fig. 7 muestra ademés que en cada divisién sincrénica,
exicte una duplicacidén en el nimero celular de la poblacién y una
dilucidn en la marca de alrededor del 50 % en las cpm por c8lula,
sugiriendo um tipo de divisién binaria en la mayoria des la pobla-~
cién celular.

6.- ESTABLECIMIENTO DE LA DURACION DE LA FASE S Y DE LA FASE 02
EN EL CICLO CELULAR DE Li CLCNA 1-6 DE E. histolxtiCl.

Para estudiar el tiempo de duracidén de la fase S, se midid el
tiempo de incorporacién de (3H} tim por célula en un cultivo sin-
crénico, en un experimento de pulso y caza (Fig. 8). La gréfica
muestra que no existe sintesis de ADN, en las primeras 5 horas

después de la 1a. divisidn, correspondientes a la fase G eino

1‘
que la sintesis se inicia en la hora 6 y termina en la hora 12
después de la divisidn, lo que nos indica que la fase S del ciclo
celular de la clona L-6 dura aproximadamente 6 horas, esto permite

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



FIGURA 7

Dilucidn de (33) tim en cultivos sincrénicos
de la clona L-6 de Entamoeba histolytica

5 x 10“ trofozofitos incubados previamente por 30 horas en me
dio TYI-S-33 con 200 ug/ml de colchicima y 7 uCi/ml de (SHJ tim se
sembraron en tubos y la dilucién de la marca por célula en cada di
visidn sincrdénica se siguié al mismo tiempo que se monitoreaba el

crecimiento celular en todo el experimento.
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FIGURA 8

Incorporacidn de (33} tim en un pulso en

cultivoe sincrénicos de la clona L=6 de E. histolztica

105 trofozof{tos de 1la clona L-6 tratados con colchicina fue-
ron sembrados en tubos con medio TYI-S-33. A partir de la hora O,
cada tubo se sometid a un pulso de 12 uCi/ml de (BH) tim de dos ho
ras. Al término del pulso se cuantificéd la sintesis de ADN amibia-
no por c¢élula en material TCA precipitable.
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Y otro de 3 correspondientes a la fase S y G, respectivamente.

Los datos permiten ademds establecer qﬁe el tiempo de sin-
tesis de ADN, al menos en la clona L-6 es un evento discreto y
que le sigue una fase gap antes de la siguiente divisiém celular
como ocurre en el ciclo celular de la mayorfa de los sistemas

biolégicos.

7.~ EFECTO DEL TRATAMILNTO CON COLCHICINA SOBRE LA SINTESIS DE
ADN EN LA CLONA L-6 DE Entamoeba histolytica

Para estudiar el efecto de la colchicina sobre la sintesis
de ADN, se mididé la incorporacién de (3H) tim en el ADN amibiano
a lo largo de 60 horas de incubacién con 200 ug/ml de colchicina
en el medio. La Fig. 9 muestra, que la colchicina a esta concen-
tracidén inhibe el crecimiento amibiano de la cloma L-6, después
de 24 horas de incubucidn a 37° C. Sin embargo la aintesis de ADN

es continua hasta por mds de 24 horas en presencia de la droga,

y s hasta las 30 horas en la que una disminucién lineal en las
cpm/amiba se observa, estabilizandose a las 50 horas de incuba-
cibn.

El experimento demuestra que la sintesis de ADN no se ve a-
fectada por la presencia de la colchicina, aln cuando el creci-
miento de los trofozoltos se detenga, lo anterior probablemente
produzca poliploidia en los trofozoitos, por lo que se obserwva
la incorporacidn de (3H) tim después de que el nlmero celular se
estabiliza, esto probatlemente provocarfa que la célula tenga que
compensar esa cantidad extra de ADN expulsédndolo de alguna manera
(micro células por ejemplo), lo que explicaria la disminucidén 1i

neal en el nimero 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 de colchicina
y 7 uCi/ml de (BH) tim fueron sembrados comn 105 trofozoitos de la
clona L-6 de E. histolytica. La incorporacién de la marca en mate
rial TCA precipitable, asi como el crecimiento celular fue moni-
toreado cada 8 horas para estudiar el efecto de la colchicina sobre
la sintesis de ADN amibiano.
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8.- TINCION DE ANTIGENOS DE SUPERPICIE A LO LARGO DEL CICLO CELU-
LAi DE LA CLONA L-6 DE E. hiatolxtiCa

Una vez establecidas las condiciones para la sincronizacién
celular de la clona L-6 y conociendo ademas que de las lectinas
probadas solo la Con A presentd afinidad por la membrana celular
amibiana, la superficie de la clona L-6 se marcé a lo largo del
c¢iclo celular con Con A, con el fin de establecer diferencias en
los patrones de tincién que nos diera evidencias de un recambio
antigénico de superficie,

La intensidad de la fluorescencia en la superficie amibiana,
8e clasificS como se menciond anteriormente. Se observd en general
una homogenidad en la tincidén (Tabla IV) presentdndose ea la mayo
ria de las células (alrededor del 90 %) fluorescencia media en to
do el cicle celular. Sin embargo en las horas 3 y 4 duramte la fa
se G1 y en la hora 14 en la fase Ga los porcentajes de tincion va
risron, aumemntando el nimero de células com fluorescemcia alta
(53.4 %, 16.1 %4y 37 % respectivamente). Em las horas 11, 12 y 13
los porcemtajes de timeibm mo fuerom determinados.

Los resultades no aportan evidencias lo suficiemtemente con
tundentes para decir que se observa variacién antigémica de super
ficie a lo largo del ciclo celular de la cloma L-6 de Entamoeba
histolytica, mo obstamte si parecen indicar uma buema simcromiza-
cidn en el cultive, demestrable por la homogenidad em la tincidnm

de les trofaozoites.

9.- RADIOYODINACION DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE A LO LARGO DEL
CICLO CELULAR DE LA CLONA L~6 DE E. histolxtiel

Cen el objeto de obtener claras evidencias de una variaciém
antigénica de superficie, las proteinas de superficie de la clema
L-6 de E. histolytica se marcaron em diferemtes fases del ciclo
celular com 1251 mediante la adaptacidém de Avila (1982) al proto-
cole de Marchalomis (1971).



TABLA IV

Tincién de la clona L-6 de E., histolytica

con Con A & lo largo de su ciclo celular.

Trofozoitos de la cloma L-6 de E. histolytica se marcaron em
la superficie com 100 ug/ml de Con A em cada hora de su ciclo ce-
lular en um cultivo sincrémico imducido con ur tratamiemto com col
chicina. Fluorescemcia alta (3), fluerescemcia media (2), fluores-

cencia baja (1) y fluorescencia nula (0).



TABLA IV

FASE HORA INTENSIDAD DE FLUCRESCENCIA
3 2 1 s}

D o} 7.6% 504 2% 1.3% 0.69%
G, 1 4.1% 92.5: 3.3% 0.0 %
G, 2 3.9% 86.5% 8.7% 0.79%
@, 3 53.4% b6.5% 0.0% 0.0 %
G, L 16.1% 83.8% 0.0% 0.0 %
G, 5 1.8% 98.1% 0.0% 0.0 %

5 5 b4 89.6% 5.1% 1.0 %

s 7 1.5% 98.5% 0.0% 0.0 %

s 8 4,0% 95.0% 1.0% 0.0 %

s 9 2.6% 96. 4% 1.0% 0.0 %

5 10 3.8% 96.1% 0.0% 0.0 %

s 11 ND ND ND ND
a, 12 ND ND ND ND
a, 13 ND ND ND ND
G, 14 . 37.0% 55.1% 1.5% 6.2 %

ND= No determinado



Al término del radiomarcaje se observd alrededor de un 90%
de integridad celular en los trofozoftos, car.cterizada por su al
ta refringencia y su continuidad en la membr-na plasmética. El 10
% restante fue descartado del paquete celular lavando los trofo-
zoitos por centrifugacidén a baja velocidad.

La fig. 10 muestra el patrén electroforéticc de las protei-
ras totales de E. histolytica a diferentes tienpos despufs del
tratumiento con colchicina, representando cada uno de ellos una
fase diferente del ciclo celular,

En todos los carriles del gel donde se corrieron las mues=
tras se observd una buena definicién en las bandas de proteina te-
#idas con azul de Coummassie. En los extractos totales se aprecian
bandas de proteinz ccn jescs molec:lares (P.l.) desde 125 hasta
14 kilodaltones (Kd), que es el rango resolutivo de los geles de
poliacrilamida al 10 % usados en los experimentos.

Se ;udieron observar diferencias en las bandas de proteirs
de 247, 7, 52 y L7 xilodaltones de peso molecular,

La autorradiografia de las proteinas de superficie (Fig. 11}
amuestra diferencias en las protefnas de 151, 131, 109 y 42 kilo-
daltones de pesc molecular en las diferentes fases del ciclo ce~
lular, pudiéndose observar claramente en el andlisis densitométri
co de la autorradiografia (Fig. 12).

La resolucién de este método con respecto a la fluorescencia
es mucho mayor, pudiéndose observar variacién en las proteinas de

superficie en el ciclo celular de Entamoebz histolytica.

10.~ ADHESICN A CELULAS EPITELIALES DE LA CLONA L-6 DE Entamoeba
histolytica EN EL CICLC CZILULAR

Para tratar de averiguar si la variacidén antigénica tiene
alguna implicacién bioldgica en la virulencia de los trofozoitos,
se midio la adhesidn y la fagocitosis a lo largo del ciclo celular

de la clona L-6 de E. histolytica para correlacionar estoc eventos



FIGURA 10

Protefinas totales de la clona I-6 de E.
histolytica en diferentes fases del c:clo celular.

Trofozoftos de E. histolytica de la clona L-6 fuerom incu-
bados con 200 ug/ml de colchicina durante 30 horas para sincroni
zar los cultivos., Proteina total de los trofozoitos en diferentes
fases del ciclo celular se obtuvé y se corrid en geles de poliacri
lamida SDS al 10 %. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carri
les 2 al 6 protefna total de E. histolytica a las 1, 3, 7, 11 ¥

16 horas después de la incubacién con colchicina respectivamente.
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FIGURA 11

Autorradiografia de proteinas de superficie de la clona
L-6 de E. histolytica marcadas com 125
fases del ciclo celular.

1 en diferentes

Trofozoftos de la clona [-6 de E. histolytica de um cultivo
sincronizado con colchicina se marcaron con 1251 en diferentes fa
ses de su ciclo celular. Protefna totul amibiana se obtuvd en las
diferentes fases y se corrié un gel de poliacrilamida SDS al 10 %.
Posteriormente el gel se tifi§ con azul de coummassie, se secd y
se prepar$ para autorradiografia y as{ poder visualizar las pro-
tefnas de superficie, Carriles 1 al 5 protefnas de superficie de
E. histolytica a las 1, 3, 7, 11 y 16 horas después del tratamiento

de sincronizacién con colchicina respectivamente.






FIGURA 12

Andélisis densitométrico de las proteinas de
superficie de la clona L-6 de E.histolytica
de diferentes fases del cicle celular

Las autorradiograffas de las pretefnas de superficie de la
clona L-6 de diferentes fases de su ciclo celular se analizaroa
densitométricamente. Paneles 1 al 5 densitometria de la autorra-
diografia de las proteinas de superfisie de la clona L-6 a las 1,
3, 7, 11 y 16 horas después del tratamiemto de simcromizaciéam con
colchicina.
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con la variacién antigénica, es decir com la aparieidém o desapa-
ricién de alguma proteina em particular a lo largo del ciclo ce-
lular.

Trofozoitos de la clona L-6 de E. histolytica tratados con
colchicina, se incubaron com monocapas de células epitelimles MDCK
para medir el grado de udhesién de las amibas em su ciclo celular.
En la mayor parte del ciclo celular los trofozoitos presentarom
un grado de adhesidm de entre el 45 y el 60 %, siendo este rango
muy parecido al control (45 %) en c¢élulas no sincronizadas.

Sin embargo se observd un pico del 80 % de adhesidm em la
hora 4 y un valle de menos del 40 % en la hora 13. En las horas
1y 2 no se pudo cuantificar laadhesién debido a la formacién de
un precipitade en los pozos.

La cinética de adhesidn de 1la c¢lona L-6 en el ciclo celular

se muestra en la Fig. 13.

11.=- ERITROFAGOCITOSIS DE LA CLONA L-6 DE E. histalxtica EN EL
CICLO CELULAR

Trofozoitos de la clona L-6 de E. histolytica tratados con
colchicina, se ensayaron para fagocitosis de eritrocitos humancs a
los 10 minutos de incubacidén en cada hora del ciclo celular, Los
resultados muestran un pico en la fagocitosis en la hora 4 y 12 de
4 eritrocitos/amiba y un pico mayor de 6 eritrocitos/amiba en la
hora 6. Em las demds horas las amibas mostraron una eritrofagoci-
tosis similar al control asincrénico (3 eritrocitos/amiba), menos
en las dos primeras horas, donde la fagocitosis fue em promedic

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



FIGURA 13

Cinética de adhesidén a monocapas de células epi-
teliales de la clona L-6 de E. histolytica a lo
largo de su ciclo celular

10° trofozof{tos de la clona L-6 de un cultivo sincronizado
se incubaron en cada hora de su ciclo celular con monocapas de cﬁ
lulas MDCK en multicémaras limbro a 37° C durante 30 minutos. Pos
teriormente la preparacidn se fijé con glutaraldehido al 2.5 % ¥
se retiraron los trofozofitos no adheridos para contarse y calcu-
lar el porcentaje de adhesidn en cada hora de su ciclo celular.
Control asincrémico 45 % de adhesidn.
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FIGURA 14

Cinética de fagocitosis de eritrocitos humanos

de la clona L-6 de E. histolytica a lo largo

de su ciclo celular

Trofozoftos de un cultivo sincronizado y eritrocitos humanos
{1 a 100) se incubaron en cada hora de su cicle celular a 37° ¢
para medir la eritrofagocitosis durante 10 minutos. Las prepara-
ciones se fijaron con glutaraldehido al 2.5 %, ¥y los eritrocitos
fagocitados se contrastaron con diaminobenzidina. Posteriormente
se contd el nimero de eritrocitos fagocitados por amiba en 100
trofozoitos elegidos al azar en cada hora del ciclo celular de la
clona L-6 de E. bistolztica. Control asincrénico, 3 eritrocitos/

amiba,
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DISCUSION

Las lectin=:s, como ya se ha mencionado, som protefnzs de
origen no inmune cue presentan afinidad especifica por ocarbo-
hidratos. Esta propiedad ha sido utilizada ampli=mente en el
estudio de protefn:.e de superficie, ya que debido a la alta es
pecificidad que precent n es posible utiligarlas para conocer
los residuos de azficares de las glicoproteinas que estan ex-
puestas en la superficie celular. El estudio de las glicopro-
teinas es importante desde varios puntos de vista, por ejem>lo,
su prrticipacién en fendmenos de reconocimiento celular (Pippia
vy col., 1980). En el caso de B. histolytica, 18 glicoprotefnas
del glucocalix son las primeras mol8oulae que tienen contacto
con el hospedero y probablemente algunis de ellas esten involu
cradas en la virulencia del pardsito mediando 1a adhesibn y fa_
gocitosis de la célula blanco.

En el presente trabajo se reporta el uso de varias lecti-
nas con afinidad por diferentes azficares con el objeto de carac
terizar los carbohidr .tos de las protefn:s de superficie de E.
histolytica. De las lectinas utilizadas solo la Con A reconocif
la membrana celular amibiana. lo anterior comprueba los resul-
tados de Trissl y col. (1977) que E. histolytica posee en su
superficie una gran cantidad de residuos de manosa ¥y glucosa.

Los ensayvos 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 tinciém en la superfi-



cie celular amibiana entre las olonas. Ademés se encontraron di
ferentes patrones de tincidén, al variar la concentracién de la
Con A utilizada. ¥stos resultados sugieren que la superficie ce
lulnr amibiana presenta glicoprotefnar con residuos de manosa
¥ glucosa en difersnte proporeifn y por lo tanto las protefnmas
de superficie muestran afinidad diferencial por la Con A.

La Fig. 15 muestra un modelo que explica la tinoifn dife-
rencial de los trofozoftos con Con A. El modelo propone que la
superficie amibiana expone un nfimero determinado de gicoprotef-
nas con receptores para Con A, al tefiir la oélula con cierta
concentracién de leotina, &sta se une primeramente a los recep-
tores con mayor afinidad por ella, probablemente aquellas gli-
coproteinas con manosa y deja libres algunos recepiores com afi
nidad m4s baja, al aumentar la concentracifn de la lectina, los
roceptores se saturan, hasta que todos los receptores tienen a-
coplada una o mfs moleculss de Con A. El modelo también toma en
cuenta la existencia de un porcentaje muy pequefic de amibas que
no presenta receptores para Con A, para explicar por que en to-
des los experimentos un porcentaje pequsfio de amibas no se ti-
fii6, afin cuando se utilizaron altas concentraciones de leotina
er. el medio.

las diferencias en la tincifn con Con A encontradas entre
ambos tipos de olonas no pueden por si solas ser explicadas en
funcifn del grado de virulencia que presentan. T aungue existen
antecedentes de que algunas propiedades de superficie correla-
cionan con la virulencia amibiana, entre ellas la capacidad de
aglutinacibn de los trofozoftos con Con A (Triesl y col.,1977).

Trisel y ool. proponen gque no solo los receptores pars la Cond



influyen en la capacidad de aglutinacifn de los trofosoftos,si-
no que otros componentes de la membrana, as{ come la carga de
superficie determinan de manera conjunta la correlacién de la
virulencia amibiana. Por lo tante, con los resultados obtenidos
en esta tesis no se puede sugerir que las diferencias en la tin
cién con .cnn A entre lae clonas se deban por una parte-a su di-
ferencia en la virulencia o que presenten diferentes tipos de
glicoprotefnas de superficie. Adem&s, el marcaje con leotinas
fluorescentes es un mé_todo de poca resolucifn, por lo que no es
posible definir con elle el tipo de glicoprotefnas en la super-
ficie celular.

Como alternativa para hacer m4s evidentes estas diferen- :
nias y verificar si existen cambios en los patrones de tinoifn
i1 lo largo del ciclo celular se implementé una metodologia para
sincronizar los cultivos amibianos y estudiar las glicoprotefnas
e superficie en los trofozoftos de ambos tipos de clomas en
sue diferentes fases del ciclo celular. Estudiando las moléoulas
que se expresan atraves del cioclo celular fue posible encontrer
correlaciones entre las glicoprotefnas de superficie con la
expresifn de 2lgunas actividades agresivas de la amiba como son
lz fagocitosis, la ~dhesifn y el efecto citopdtico.

Los cultives sincrénicos de E, histolytica no se habfan
podido obtener haste recientemente, no obstante se han reperia-
do intentos por sincronizar cultivos amibianos utilizando simul
taneamente hidroxiurea oomo inhibidor de la sintesie de ADN y
el ayuno de nuclebtidos en el medio de oultivo (Austin y Warren

1983). En esta tesis report8 un método de sincronizacién celu-



lar para los irofozoftos de la clona I~6 cepa HM1:IMSS de E.
histolytica wutilizando altas doeis de colchicina. X1 método
alternativo cue se propone presenta la ventaja sobre el de Austin
¥y Warren que proporciona ocultivos amibianoe con una alta viabili
dad y un fndice de sincronfa superior. Aungue este protocolo de
sincronizacién no es generalizado para todas las cepas de E.
h:.stolytica , la olona I~6 puede ser oconsiderada un buen modelo
para el estudio del ciclo celular de E, histolytica, debide a
gue muestra una velocidad de crecimiento similar a otras cepas
amibianas, incluyendo la clona A y & las cepas HM1:IMSS, HM3:
IMSS y HK9 (Orozco, 1981). Ia clona L-6 adem&s tiene la ventaja
de que fue aislada junto con lrclona A a partir de la cepa HM1:
IMSS que es ampliamerte utilizada en laboratorios de investiga=
cibn.

El protocolo de sincronizacifn que se propone fue dificil
de establecer, ya que E. histolytica presenta en general una
alta resietencia a & colchicina, e inclusive este método de sin
cronizacifn no fue efectivo con otras oclonas, ya que ni afin con
dosie tan altas como 600 ug/ml de colohioina en el medio se pro
dujo un efecto inhibitorio en el crecimiento. Para lm clona L-6
fue necesario utilizar dosis 20 veces superior a las usadas en
la sincronizacifn de células de mamifero. Esta alta resirtencia
a la colchicina, habfa sido ya reportada con anterioridad en
varias cepas de E. histolytice (Entner y col., 1962). Por otra
parte existen también reportes que lr colchioina carece de acti
vidad eobre a2lgunoe mecanismoe de agresién de la amiba (Raudin
y col., 1982).



Como es sabido, la colchicina inhibe la polimerizacién de
microtfibulos a nivel de metafase durante la mitosis. De ahi que
el proponer en E. histolytica un posible mecanismo de sincronisa-
cidén celular con colchicina & este nivel que explique, por una
parte, la dificultad de identificar microtdbulos a nivel de cito-
pleema (Martinez-Palomo, 1982), y por otra, la alta resistencia a
la droga, 86lo serim posible pensando en un tipo de mitosis pecu-
liar o stipica; probablemente del tipo de endomitosis donde la
colchicina tendrfa que atravesar la membrana plasmética y la mem-
brana nuclear e inhibir la polimerizacién de microtibulos en el
niclec. Existen reportes que apoyan la idea de una endomitosis en
E. histolytica, tales como los de la existencia de microtibulos en
nicleos en divisién de E. histolytica (Martinez-Palomo, 1982). Y
aungue existen reportes de microtibulos citoplésmicos en cepas de
E. histolytica, éstas son del tipo Laredo (Gicquad, 1979; Injeyan
y col., 1279). Por otra parte, recientemente en nuestro laborato-
rio se han observado endomitosis en la clona 1-6, utilizando auto-
rradiografia de trofozoitos marcados con (BE) tim y en cortes grue
sos tefildos con azul de toluidina en trofozoftos tratados con col-
chicina (Solis, 1985).

Debido a la poca informacidn que se tiene sobre los proce-
sos de divisilén de E. histolytica, este protccolo de sincroniza-
c¢idn celular podrfa utilizarse, ademds, para el estudio o identi-
ficacidn de las estructuras celulares que participan en el even-
to de divisién de E. histolytica. Por otra parte, afin cuando ya
es posible ver endomitosis en trofozoitos de la clona L-6 tra-

tados con colchicina, todavia existen dificultades para identi-



ficar mitoeis marcndas en trofozoftos de E. histolytica bajo con
diciones de cultivo normales, es decir,sin ningun tratamiento.

Para salvar el obstaculo de la dificultad de observar mito
sis marcadas, la utilizacién del maroaje metabSlico del ADN ami
biano con (JH') tim fue de gran ayuda para determinar la dursciéa
del ciclo celular de E. histolytica y de cada una de sus fases.
los experimentos de marca continua a lo largo del crecimiento
sinorfnico, asf como lo= de marocaje durante la incubacidn con
colchicina y los experimentos de pulse y caza permitieron esta-
blecer con cierta certesza que el tiempo de duracién del ociclo
celular es de entre 15 y 18 h, el de 1a fase G; es de 5, el de
la fase S es de 6, el de la Go e8 de 3 y el de la fase D (Divi-
8ibén) es de 1 h.

Por otra parte se pudd determinar la naturalexa binaria de
la divisisn amibiana.

Una vez establecidas las condiciones de sinoronisacién ce-
lular, fue posible estudiar los antfgenos de superficie a través
del ciclo celulr de B, histolytica. El marcaje con Con A fluores
cente a lo largo del ciclo celular de la clona I~6 de E, histo-
lytica, demostré homogenidad en la tinoidn, ya que alrededor del
90 4 de la poblaoién present$ la misma intensidad y patrén de
fluorescencia. Sin embargo, se observ8é un resultade que podria
sugerir variacifén de l.s glicoproteines de muperficie a lo largo
del ciclo celular de la amiba,y es el hecho de que los patrones
de tincién variaron hasta en un 50 % en las fases Gy ¥y Go.

Por otra partz, el marcnje con 1251 de las protefnas de

superficie present8 ventzjas con respecto a la tinocién con Con A,



ya que permiti$§ obeervar diferencias claras en los patrones eleo
troforéticos de las protefnas de superficie de E. histolytioa.
Los resultados demostraron diferencias en las protefnas de su-
perficie en cada una de sus fases del ciclo celnlar. Bstas di-
ferencias demuestran a su ves,una variacién antigénica en el ci
clo celular de E, histolytioca.

Como ya se ha mencionado amteriormente, el recambio anti-~
génico es utilizado por algunos parésitos para evadir la respnes .
ta inmune del hospedero. En B. histolytioa esto podrfa ser po-
sible per®se recuiere de un mayor estudio para afirmarlo conm
certeza, ya que el recambio podrfa tener otra significanecia bio
18gica como lo sugierem los experimentos de adhesién y fagoocito
gis de la clona L-6 a lo largo de su oiole celular. Tanto la
1dhesién a monocapas de oélulas epiteliales cemo 1a fagooitosis
a eritrocitos humanos, variaron a lo largo del ciclo celular,
enoontrindose aumentados estos pardmetros de medicibn de la
virulencia in vitro,hasta en un 100 % en algunas fases del ciclo
celular de la clona L-6 de E. histolytica.

Bsta varioifn antigénios puede relacionarse con la apari-
¢ién o aumento de algunas glicoproteinas o receptores de supers
ficie necesarios en estos eventos. Sin embargo son necesarios
meyores estudios en ests campo.

Por filtimo, consideramos de relevancia el hecho de reportar
un m&tedo de sinoronizacifn eelular para E. histolytica, ya que
esto permitié establecer l:s primeras evidencias del recambio

antigénico en el ciclo celul:r de este parédsito.



CONCLUSIOHES

1.- Los resultados comprueban gque la mayoria de residucs de azi
cares en la superficie de Z., histolytica sor marosa y glucosa.

La Con A fluorescente tifié en forma diferente a las clonas de

E. histolytica utilizadas.

2.- Se establecil un protocole de sincronizacidn celular para la
clona L-6 de E. histolytica utilizando altas dosis de golchicina,
Este protocolo ofrece cultivos amibianos con una alta viabilidad
y un Indice de sincronia superior al 90 %.

3.~ Se establecié que el ciclo celular de E. histolytica tiene

una duracidén de entre 15 y 18 horas y que la fase G, dura 5 h,

1
la fase S 6 h, la fase G, es de 3 h y la fase D (Divisidén) es de

2
1 aora.
k,- Se encontraron diferencias en las protefnas totales de E.
histolltica en diferentes fases del ciclo celular, siendo nota-
bles en las proteinas de los siguientes pesos moleculares: 87,
76, S2 y 45 kilcdaltones.
5.~ Se encontraron diferencias en las proteinas de superficie
de E. histolytica en diferentes fases del ciclo celular de E.
histolxtica en los siguientes pesos moleculares: 151, 131, 109,
y 42 kilodaltones.
6.- Existen diferencias en el grado de adhesidén de E. histoly-
tica a monocapas de células MDCK en el ciclo celular de los
trofozoftos, encontrédndose una adhesién del 20 % en la fase 01
y un 40 % en la fase GE' manteniéndose en un 50 % de adhesidn en

promedio en las dem&s horas del ciclo celular.



T.— Existen diferencias en el grade de fagocitoeim de eritroci=-
tos humanos en el cioclo celular de E. histolytioca . Los trofo-
zoftos mostraron en las primeras 3 horas una disminuoifn del
66 % de la fagooitosis mostrada por el control y en la hora 6

mostraron un aumento del 100 % comparada con el control.
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