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NaCl 0.15 Molar

acido tricloroacetico

N,N, N’ -tetrametil-etilen diamida
Timina
Tris-hidroximetilaminometano

{(Trizma base)



I11.REBUMEN.

Con el objeto de contar con un sistema experimental gue
permita estudiar la relacidén de las prote{nas del citoesqueleto,
actina principalmente, con la motilidad del protozoario parisito
Entamoeba histolytica, hemos obtenido mutantes resistentes a

citocalasina D (CD).

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica se mutagenizaron
con nitrosoguanidina y se seleccionaron mediante un procedimiento
espec{fico para mutantes defectuosas en fagocitosis, obteniendose
una poblacidn hnternqéhea enriquecida en trofozoltos deficientes
en movilidad con una capacidad eritrofagocitica disminuida.
Dichas mutantes se cultivaron en el medio BI-S-33x durante 19
pasajes alternados en ausencia o presencia de CD (Spg/ml), de

donde se obtuvo una subpoblacion resistente a esta concentracién

de la droga (Subpoblacion "B").

En ausencia de la droga, tanto la cepa silvestre como la
5ubpnhlacién "B", mostraron un tiempo medio generacional de 17 vy
18 horas, respectivamente. En presencia de 5 pg/ml de CD, la cepa
silvestre no mostrod crecimiento alguno, mientras que la
subpoblaciodn "B" crecid morfoldgicamente sin alteraciones aunque

mas lentamente con un tiempo de generacion de 25h.

Tanto la cepa silvestre como la subpoblacién "B", se

clonaron en agar semisolido aislandose la clona X! de 1la cepa



silvestre, asi como de la subpoblacidn "B" las clonas: 63, 31,
33, 51, ST y 54. En la presente tesis, se hizo la caracterizacion
de la clona mutante G3 tomando como control 1la clona X1 de la

cepa silvestre.

En presencia de CD (Spg/ml), la clona X1 mostro una evidente
sengitilidad, desprendiéndose del substrato a las primeras horas
de cultivo vy lisandose posteriormente. En ausencia de la droga
tuvo un crecimiento normal mostrando un tiempo de generacién de
20h. La clona mutante G3 crecid mas lentamente pero perfectamente
bien: en ausencia de CD mostréd un tiempo generacional de 22h
mientras gue en presencia de la droga fue de 2%h. No obstante

ambas clonas fueron igualmente sensibles a emetina (10pg/ml).

Caracterizamos parcialmente la virulencia de la mutante G3,
midiendo su eritrofagocitosis y efecto citopatica. La
eritrofagocitosis mostrada por la clona X1 medida a diferentes
tiempos (0,5,10,15 y 30min.) y que aumentd en forma gradual, fue
inhibida de manera considerable en presencia de CD. La clona
mutante B3 mostro una tasa eritrofagoc{tica disminuida en
aproximadamente un &65%. Este porcentaje de inhibicion se mantiene

en presencia de CD (3Spg/ml) o en ausencia de la droga.

En lo que respecta a la destruccion de monocapas de celulas
MDCK o efecto citopatico, a los &0 min.de interaccion, la clona
X1 destruyo en su totalidad la monocapa, mientras gue la clona G3

mostro una disminucion considerable porcentual en el grado de



destruccién. En presencia de CD, hay una inhibicion completa en
la clona X1, no asi en la clona G3 que mostro el mismo

comportamiento que en ausencia de la droga.

La velocidad de sintesis de proteinaz se midid por 1a
incorporacion de metionina-%S§ a proteinas y fue comparable en
ambas clonas .Asimismo, no se encontraron cambios en o1
comportamiento electroforético de la actina la clona mutante G3
en electroforesis wuni y bidimensional, inclusive marcando las
proteinas con metionina-®S, No obstante al verificar el patrdn
elctroforético unidimensional de las protafnas provenientes de un
extracto total de la clona mutante G3, tiene disminuido un
péptidu de 87,000 daltones vy tiene incrementado un péﬁtido de

21,000,

A raiz de los resultados anteriores, del presente trabajo
concluimos que hemos aislado una mutante proveniente de Entampeba
histolytica HMI-IMSS que crece perfectamente en ausencia o en
presencia de Spg/ml de CD. La disminucion en sus caracteristicas
de eritrofagocitosis y efecto citopatico, aunado a la alteracion
en su patr&n de proteinas podrian estar relacionados con 1la

resistencia a CD mostrada por dicha mutante y probablemente se

deben a una alteracion en la superficie membranal de la amiba.



III. ANTECEDENTES.

1. Clasificacidn taxondmica de Entamcsba histolytica .

De acuerdo al esguema

col., (1980), la ubicacian

propuesto por Page(l1976) y Levine vy

sitla de la siguiente manera:

Reino:
Subreino:
Phylum:
Subphylum:
Superclase:
Clase:
Subcl ase:
Orden:
Familia:
Genero:

Especie:

Protista

Protozoa
Sarcomastigophora
Sarcodina
Rhizopoda

Lobosea
Gymnamoebia
Amoebida
Endamoebidae
Entamoeba

_Entampeba

histolytica

El subreino protozoa estd constituido esencialmente por

todos los organismos eucari

onticos unicelulars=. Miden desde 1 a

SO0pm o© mas, el rango de la mayoria se encuentra entre S5 y 250pm.

Casi todos son holozoicos

0 saprozoicos aungque tambien se

encuentran organismos holofiticos.
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La principal 1{nea de evolucion en el grupo ha sido a traves
de especializaciones subcelulares u organelos, los cuales
funcionan en alimentacion, locomocion, osmoregul acién y
reproduccién. Muchos son uninucleados o con nucleos vesiculados,
algunos son multinucleados o heterocarionticos como los
pertenecientes al phylum Ciliophora. Su tipo de reproduccion es

sexual o asexual dependiendo del grupo.

El subreino Protozoa incluye alrededor de 45,000 especies
identificadas, de las cuales mas de la mitad son fdsiles y cerca
de 10,000 son parasitos. Entre las especies vivientes, de los
sarcodarios estan incluidos 250 parésitas, 11,300 de vida libre
(cerca de 4,600 son foraminiferos); de los flagelados alrededor
de 1,800 son parasitos y 5,100 son de vida libre; de 1las
esporozoarios 5,600 s0n parasitos {incluyendo los phyla
Apicomplexa, Microspora, Myxospora y Ascetosporal; de los
ciliados son cerca de 2,300 parisitOs y 4,700 son de vida

libre. Indudablemente aun hay muchos cientos que no han sido
clasificados. El subreino protozoa se compone de siete phyla
entre los que se encuentran : SARCOMASTIGOPHORA, LABYRINTHOMORFPHA,
APICOPLEXA, MICROSPORA, ASCETOSPORA, MIXOSPORA Y CILIOPHORA

(Levine y col.,1980).

El phylum Sarcomastigophora comprende a todos los organismas
unicelulares, excepto los foraminiferos heterocaridnticos; cuando
hay reproduc:ién sexual esencialmente es por singamia; los

organos locomotores pueden ser flagelos, seudopodos, o ambos



(Honigberg y Balamuth, 1963).

Los miembros del subphylum sarcodina tienen seuddpodos, o©
flujo prutnplésmicn locomotor sin seudépndoa separados; cuando
contienen flagelos los presentan en algun estadio temporal de
desarrolle o usualmente estan restringidos, presentan cuerpo
desnudo o testa, esqueleto interno o externo, raprnduccién sexual
por fisidn; en el caso de que haya sexualidad esta asociada con
gametos flagelares o raramente gametos ameboides. Este subphylum

abarca a varias especies de vida libre (Schmarda,1B871).

Dentro de 1la superclase Rhizopoda se encuentran los
organismos que llevan a cabo su locomocién a traves de
lobopodios, o bien por medio de flujos protoplasmicos sin la

prnduccién de seuddpodos separados (von Siebold, 1845),

Los protozoarios de la clase Lobosea, son aquellos que
presentan seuddpodos con caracter loboso o mas o menos filoso, el
cual se produce a partir de un amplio labulo hialino, no
anastomoso; la célula usualmente es uninucleada aunque existen
algunas formas multinucleadas; no poseen sorocarpos. esporangios,

o cuerpos fructiferos similares {(Carpenter,i961).

La subclase Gymnamoebia abarca a 1los organismos que no

tienen testa (Haeckel, 1B&2).

Tres caracteristicas distinguen los organismos
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pertenecientes al orden Amoebida: 1) son tipicamente
uninucleados, 2) se caracterizan por tener mitocondrias y 3) no
presentan un estadio flagelar (Ehrenberg,1830). Cabe mencionar
que vya se ha demostrado que E.histolytica no contiene

mitocondrias (Rosenbaum y Wittner 1970).

La familia Endamoebidae comprende a cuatro géneras H
Entamoeba, Endamoeba, Iodamoeba y Endolimax . Esta familia estd
constituida por amibas parésitas que en su ciclo de vida
presentan dos fases, la de quiste y la de trofozoito. Los
trofozoitos son generalmente pequefos y viven en el canal

alimenticio de varios animales hospederos. El1 enquistamiento es

un fendmeno comin (Singh, 1973) .

Los criterios que se han usado para establecer la divisidn
taxondmica en génerus Y especies son: las caracter{sticas
nucleares, las caracteristicas de los trofozoitos y quistes, 1la
especificidad en cuanto al hospedero y a la patogenicidad

{Cervantes, 1980).

2.Entamosba histolytica Schaudin, 1903. Morfologia y ciclo
bioldgice.

El ciclo de vida completo del protozoario parisito
intestinal de humanos del generc Entamoeba__ (Endoentos, gr.

adentro, amebein, gr. cambiar transformar) y de la especie
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histolytica (gr. destructora de tejidos; hystos tejido, lisis,
disolucidn), consiste de cuatro estadios consecutivos:
trofozoito, prequiste, quiste y metaquiste. El trofozoito o forma
movil de E. histolytica, es una celula altamente dinamica y
pleomorfica cuya forma y motilidad es extremadamente sensible a
cambios en el medio ambiente fisicoquimico. A temperaturas
menores de 37°<C, da como resultado una lentitud progresiva en
estej tiende a redondearse y se despega facilmente del substrato.
Las wvariaciones 1locales en el pH, osmolaridad y potencial redox
también pueden alterar la forma y motilidad de las células. El
pleomorfismo, la movilidad activa y su adhesion al tubo de
cultivo o a otras amibas formando grumos, son indicadores
excelentes de la viabilidad de los trofozoitos en cultivo. Bajo
condiciones adversas tales como las que se encuentran en los
cultivos viejos, las amibas esféricas se desprenden de 1la
superficie de crecimiento o cesan de aglutinarse con las amibas
contiguas mostrando poca evidencia de movilidad interna y de
translacion (Martinez-Palomo,1982). De acuerdo a Deschiens
(1965), los trofozolitos se pueden mover a una velocidad de SOpm
por segundo. La celula vegetativa se reproduce por fisicn
binaria, lo que ya ha sido confirmado por microcinefotograf{a
(Shaffer,y col.1961), no tiene una forma Ffija y usualmente se
mueve de manera wunidireccional por medio de desplazamientos
peculiares a traves de claros seuddpodos nctuplismicas'qua se
pueden extender repentinamente. El1 tamafo de los trofozoitos
varia de 10 a &0pm pero la mayor{a son de 15 a 30pm dependiendo

de la cepa y estadio de desarrollo (Dobell,1928). Las amibas
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obtenidas directamente de higado o de lesiones intestinales son
generalmente grandes, midiendo alrededor de 20-40 pm de diihetro,
mientras que las encontradas en heces no disentéricas o en

-

cultivos, miden entre 7 y 30 pm (Martinez-Palomo, 1982).

El preguiste es un estadio intermedio entre los estadios de
trofozofto y quiste. La forma prequistica se da cuando el
trofozofto muestra una actividad retardada sin refringencia, de
forma oval o redondeada, siendo mas pequefio que el trofozoito
pero mas grande que el quiste debido a las inclusiones
alimenticias; su accifn seudopodial es lenta y no hay movimiento
progresivo; durante la maduracion o quistes, secreta una delgada
pared celular (Cleveland y Sanders, 1930). Aunque la morfologia
nuclear de los trofozoitos teRidos con hematoxilina es de valor
diagnésticn, no es el caso tal con la morfologia nuclear del
prequiste, ya gue hay una reorganizacidn de la estructura nuclear

durante este estadio (Larsh,1972).

La fase quistica es el estadio infectivo de la amiba. El
quiste usualmente es redondo (algunas veces oval), inmovil v
posee una pared celular la cual es muy resistente a diferentes
condiciones ambientales (Cleveland y Sanders, 1930), aunque los
quistes son resistentes a secreciones géstricas, no pueden
resistir por periodos prolongados a la desacaciﬁn, a temperaturas
superiores a 50°C, a la luz solar o al agua clorinada (Kott vy
Kott, 1970). La pared del quiste mide 0.5pm de grueso y es la

mitad del grosor de la pared quistica de Entamoeba Coli; son en
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promedio mas pequefos que los trofozoitos, es decir de B a 20pm
(Chévez y col. 1978) y poseen secuencialmente durante la
maduracion del prequiste uno, dos o, cuando son maduros hasta
cuatro nﬁcleos; estos nlcleos son mas pequefos que el nicleo del
trofozoito, aungque similares morfuléqicamente. En estadios
tempranos de la formacion del guiste, puede poseer una vacuola de
glucdgeno y uno o mis cuerpos cromatoides densamente baséfilos
los cuales caracter{sticamente tienen terminales redondeadas. Los
cuerpos cromatoides estan constituidos de agregados cristalinos
de ribosomas y posiblemente aigo de glucdqenn, estos cuerpos
cromatoides, desaparecen en los quistes viejos (Mart{nez-Palomo,

1982).

El estadio de metaquiste se da cuando el quiste pierde su
pared compuesta de quitina (Arroyo-Begovich y col. 1980) y
entonces el citoplasma se divide tantas veces como existan
niicleos y a veces un numero mayor. Los peguefos trofozoftos
producidos de estas divisiones, aumentan de tamafo, completando

asi el ciclo bio!éqico.

3.Citossquelesto.

El citoesqueleto de las células eucaridnticas se encuentra
conformado como un sistema Ffibrosoc tridimensional ramificado,

constituido de cuatro componentes Ffibrilares citaplésmi:ns
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principales: microtubulos. microfilamentos delgados y gruesos,
filamentos intermedios y las microtrabéculas. Estos elementos,
funcionando de manera coordinada, mantienen la arquitectura y por
consiguiente la integridad estructural de la célula
(Porter,1984). Los estudios biogquimicos de estas estructuras han
demostrado que los microtibulos estan constituidos por dimeros de
las protefnas tubulinas (x y #) con un peso molecular de 110,000
daltones (Snyder y Mclntosh,1976), tienen un diametro externo de
alrededor de 24nm y atraviezan el citoplasma de la célula desde
el area perinuclear hasta la periferia (Weber y Osborn,1979;
Brinkley y col. 1980). Los microfilamentos de actina o delgados
miden de 5-7 nm de diametro (Clarke y Bpudich,1977), son de
longitud variable y con frecuencia se encuentran como haces gue
tienen de Q.1pm a C.2pm de diinttrn| se encuentran en las celulas
musculares y no musculares y en ocasiones s& asocian con la
membrana plasmatica. Es posible visualizarlos como fibras de
tensiodn que surcan el citoplasma en célul as que estan en
movimiento activo(Lazarides y Weber,1974; Goldman y col.,1975).
Son pnlimﬂrui de una protl‘nn principal que tiene un peso
molecular de 42,000 daltones denominada actina. La actina es la
protefna contractil encontrada comunmente y con relativa
abundancia dentro del citoplasma de todas las células

eucarionticas (Korn, 1978;Pollard,1981).

La actina al igual que las tubulinas son proteinas altamente
conservadas dentro de la escala filogenética donde existen como

diferentes isoformas. Esto se ha demostrado determinando la



estructura primaric de las actinas y tubulina, obtenidas de
diversas fuentes, encontrandose que cuando menos hay seis
actinas diferentes y tubulinas que tienen cambiados algunos
aminoacidos del extremo amino terminal(Vanderkerhove y col.
1978), lo que produce algunas diferencias en el punto
isoelectrico de estas protefnas. La actina de las celulas
musculares tiene un punto isoeléctrico de 5.4 y se le ha
denominado alfa (x); las células no musculares tienen dos
ispactinas diferentes y tienen un punto ispelectrico ligeramente
mas basico que la actina (a) y se les ha denominada beta (f) vy

gamma (¥) (Barrels Gibson,1976).

El tercer componente del citoesgueleto son los filamentos
intermedios; reciben este nombre vya que su tamafo es intermedio
entre los microtlbtulos y 1oz microfilamentos. Tienen un didmetro
de 10 nm, su longitud es variable y a veces se asocian en
manojos; son estructuras filamentosas que no se ramifican y se
han identificado en una gran variedad de celulas animales
(lLazarides, 1980). Existen cinco tipos diferentes de filamentos
intermedios los cuales se encuentran formando parte de celulas
mesenquimatosas (Franke y col.197B), células nerviosas(Leim y
Hutchinson 19823 Shaw y col. 1984), células de la glia (Goldman y
col. 1978), celulas musculares(Lazarides y Hubbard, 1976) vy

células epiteliales(Moll y col. 1982).

Finalmente, 1la matriz citoplasméti:a es el componente menos

estudiado del citoesqueleto, sobre el cual existe controversia.
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La matriz citnplasmética se k=2 descrito en una variedad de
células con la teécnica de microscopia de alto voltaje, como redes
finas de delicados filamentos de 3 a & nm de diametro que se han
denominado microtrabéculas (Wolosewick y Porter,1979). Estos
filamentos se interconectan entre si y forman una fina red o
malla tridimensional que aparentemente conecta estructuras
celulares tales como microtibuleos, cisternas del reticulo
endopldsmico, polisomas y fibras de tensidn. A la fecha no se
conoce la naturaleza molecular de este componente del
citoesqueleto; sin embargo se ha sugerido una naturaleza
prutefnica para el mismo y el espacio que queda entre la malla,
llamado substancia fundamental, se ha pensado que esta
constituido por agua y metabolitos de bajo peso molecular (Schiwa

y col.1981).

A pesar de la extensa literatura sobre la ultraestructura de
los trofozoftos de E.histolytica y de la sorprendente movilidad y
plasticidad de este protozoario, se conoce muy poco acerca de la
organizacion estructural y caracteristicas bioguimicas de su
citoesqueleto. Aunque microtdbulos Yy microfilamentos son
elementos del citoesqueleto que se consideran universales de las
células eucari&nticas, actualmente no hay pruebas bioquimicas
concluyentes de la presencia de microtdbulos en este parésitu.
S8in embargo, existe la evidencia de la participaciﬁn de estas
estructuras en las principales etapas de 1la mitosis de
E.histolytica tipo Laredo (Gicquaud, 1979), que de alguna forma

indica aproximaciones al conocimiento de la funcionalidad de los



microtibulos. En el caso de la actina, se han identificado
gstructuras filamentosas en el citoplasma de los trofozo{tos de
E. histolytica con el uso de la técnica de microscopia
electrdnica a temperatura ambiente (Martinez-Palomo y col.1974
sMichel y Schupp 1975). Tambien se ha observado agregados al
parecer de microfilamentos, bajo la membrana plasmatica de
E.histolytica, en regiones donde 1la superficie celular esta

especializada para formar canales fagociticos o macrupinociticos

{(Mart{nez-Palomo, 1982).

Con técnicas de inmunofluorescencia usando tanto sueros
antiactina (Aust’Kettis vy col. 1977) o con anticuerpos
anti-a-actina y falatoxina fluoresceinada; se ha demostrado la
presencia de actina aungque no en forma filamentosa sino como
agreqados en el citoplasma y la membrana (Sabanero y Meza, 1982).
Gadasi en 1982, reportd que del 15-20% de la prntefna total
amibiana, esta compuesta de una protefna similar a actina que
activa la meromiosina dependiente de ATPasa de conejo. Dicha
molécula con propiedades de actina fue aislada vy caracterizada
por Meza vy col.(1983), usando un procedimiento que minimiza los
niveles extremadamente altos de protedlisis encontrados en los
extractos amibianos. La actina aislada tiene un peso molecular de
45,000 daltones y un punto isoelectrico de 5.4, ligeramente mas
dcido en comparacion con el de la actina de musculo. Una
caracter{stica especial de esta actina aislada es la deficiencia
para unirse y activar a la enzima DNAasa I probablemente debido a

. s . v g o =, il
modificaciones en su composicion peptidica y en su conformacion.



Se desconoce totalmente como se regula la pulimerizacién de
actina en amibas, si hay proteinas asociadas a ella o si actina
es responsable de fenomenos de suerficie que a su vez determinen
la conducta invasiva de este parésitn, la cual puede estar

directamente relacionada con motilidad.

4.Citocalasinas.

Las citocalasinas son metabolitos secundarios de hongos que
inhiben una amplia variedad de movimientos celulares, incluyendo
division celular, motilidad, secrecidn, fagocitosis y cambios en
la forma celular (Tanenbaum,1978). Se ha encontrado que la
mayoria de las citocalasinas existentes por lo menos inhiben el
transporte de azlcares al competir con sitios de unién de alta
afinidad en la membrana plasmatica (Atlas y Lin, 1978; Rampal vy
col., 1980), ademas se ha visto gue la inhibicion del transporte
de azucares por estas drogas no esta relacionada con el efecto
producido en las estructuras celulares que contienen actina u
otras proteinas contractiles (Atlas y Lin, 19783 Lin, D. y Lin,

S., 1979).

Debido a los profundos efectos sobre 1la morfulngfa y la
motilidad y a raiz de las numerosas observaciones de los efectos

- 3 ; #
drdsticos sobre las estructuras filamentosas, se sugirio que el



sitio de accion inicial de las citocalasinas se encuentra en la
maquinaria contractil celular (Godman y Miranda, 1978). En
efecto, la sensibilidad de las celulas a las citocalasinas con
frecuencia se toma como un indicador de la participacion de un
sistema contractil compuesto de actina, dentro de ciertas
actividades celulares, aungque no este apoyado por evidencias
morfologicas vy fisiclégicas. El mecanismo de accion de las
citocalasinas aun no esta muy claro, pero su efectoc hasta hace
poco se ha delucidado en diferentes estudios in vitro wusando
actina purificada, los gue claramente demuestran la inhibicion de
la tasa de polimeriza:ién de los filamentos de actina (Brenner y
Korn, 1979; Brown y Spudich, 1979; Lin y col., 1980;
MacLean-Fletcher vy Pollard, 1980; Flanagan vy Lin, 1980),
sugiriende que lo anterior se debe a que las citocalasinas
bloguean la alongacién de los filamentos al wunirse a estos
impidiendo a su vez la formacidn de la red filamentosa. La accidn
inhibitoria involucra la unidn de las citocalasinas a sitios de
alta afinidad directamente sobre los filamentos de actina

(Brenner y Korn, 19803 Flanagan y Lin, 1980).

Otros estudios han demostrado los efectos drdsticos de las
citocalasinas sobre 1lpos extractos de geles cituplésmicns
(Weihing, 1976), en mezclas de actina y factores de gelaci&n
purificados (Hartwing vy IStnsseI, 19746, 1979; MaclLean-Fletcher y
Pollard., 1980). sobre microtdbulos y en la interaccion con
filamentos de actina y/o proteinas asociadas (Griffith y Pollard,

1978). Supuestamente, todos estos efectos tambien ocurren en las



—{ 77—

células en experimentos in vivo, pero la diferencia de los
efectos de las citocalasinas en estas condiciones experimentales,
en comparacién con los que se han observado empleando actina pura
in _vitro, es gque hay un rearreglo en masa de los componentes del
citoesqueleto (Godman y col., 1980a, 1780b). Dicha rearregla es
dependiente de energia metabdlica {(Schliwa, 1982), y puede estar
acompa®ado ©o no de la despolimerizacion de actina celular; un

caso espe:ificn, son los eventos observados con citocalasina D

(Morris y Tannenbaum, 1980).

De todas las citocalasinas existentes, 1la citocalasina B
(CB) y la citocalasina D (CD), son las mas estudiadas actualmente
en diversas lineas celulares y, debido a esto, se han obtenido
aproximaciones mas convincentes de los efectos causados por estas
drogas. Por ejemplo, en el caso de 1la CD, Schliwa (1982) ha
encontrado que muchos de los efectos causados por esta droga
sobre la morfologf{a celular, probablemente son el resultado de la
combinacion directa de la droga con los componentes filamentosos
y de reacciones celulares secundarias, ademés, que el tratamiento
con CD puede causar una destruccion muy severa de la malla
filamentosa tridimensional sin causar alteraciones ya sea en la

forma celular o en la desintegracién de las fibras de tension.

Por otra parte, Yahara y col. (1982) ha comparado el efecto
de 24 diferentes citocalasinas a nivel celular y molecular; los
resul tados de esta investigacion sugieren que la inhibicion de

los procesos de motilidad celular causados por las citocalasinas,
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se pueden atribuir a la union de estas drogas a la actina, sin
embargo, la evidencia de 1la localizacidn intracelular de los
sitios de unidn biuldbicamente activos por las citocalasinas no

se sabe hasta la fecha.

En organismos unicelul ares, particul armente en E.
histolytica, se ha encontrado que dentro de los mecanismos que
requieren contacto y que dan como consecuencia la muerte de las

células blanco por parte de la amiba, se manifiestan tres

actividades principales: adhesién, citdlisis y fagocitosis,
dichos eventos son inhibidos por citocalasinas (Ravdin y
Buerrant, 1981; Kobiler y Mirelman 1981; Ldpez-Revilla vy

Cano-Mancera, 1982), indicando 1la participacién dinamica de la
amiba y per _se la de su citoesgueletc en donde la protelna

actina juega un papel importante.

5. Mutantes en celulas sucaridnticas.

Una mutacidon es un proceso mediante el cual la informacicn
genética de un organismo sufre um cambio estructural. El mismo
término describe a un gen modificado que produce el proceso
mutacional, sin embargo en 1la mayoria de los casos el término
mutacion se refiere a un cambio fenotipico causado por un gene
modificado. El término mutante se utiliza para identificar a wun

organismo que expresa el cambio fenoti{pico producido por la
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mutacion, en donde los cambios mutacionales por lo general
ocurrieron en nucledtidos (mutones ) o unidades mas grandes de

DNA o RNA (Averbach, 1962).

Los genes mutados 1lo mismo que los no mutados, tienden a
autoperpetuarse, ya que el proceso de dupli:acién génica precede
a cada division celular. Una vez que se establecen algunos genes
mutados, son tan estables como los genes originales gue sufrieron
una mutacién. aunque otros pueden ser mas susceptibles de
continuar modi ficandose. Las mutaciones pueden ocurrir en
cual quier célula y en cualquier etapa del ciclo celular, asimismo
el efecto inmediato de una mutacidn y su capacidad para producir
un cambio fenct{pico lo determinan su dominancia, el tipo de

célula en que ocurre y el ciclo vital del organismo (Drake,1970).

El aislamiento de mutantes ha sido el punto de partida en el
analisis de un gene. Hasta muy recientemente, los genes se han
identificado solo por la caracterizacion de mutaciones que pueden
ser letales o que blogqueen el desarrollo de alguna caracter{stica
visible. El1 mapeo de mutaciones dio lugar al concepto actual de
que si en un grupo de mutaciones todas afectan la misma
caracteri{stica y permanecen juntas (esto ha sido demostradec con
pruebas de :nmplementacién }, el grupo constituye una unidad
geneética funcional. A partir del descubrimiento de que el DNA es
el material genético, el concepto de mutacién es el de un cambio
en la secuencia de pares de bases, un cambio en la secuencia

nucleotidica puede dar lugar a un cambio en la secuencia de
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aminoacidos y de este modo alterar o abolir la actividad de una

protefna (Lewir 19R%S).

El empleo de mutantes en células prncariénticas Yy
eucarionticas como modelos experimentales, ha permitido un mejor
conocimiento de los procesos binléqicns elementales tanto
bioquimicos como genéticos. La aplicacion metodoldgica de la
biologia molecular en mutantes de celulas eucarionticas esta
respaldada principalmente por las investigaciones realizadas en
los ultimes aRos. En células de mamifero en cultivo se han
demostrado fendmenos de aparicién de mutantes, espuntéﬁeas =]
inducidas (Gupta y Siminovitch ,1974), de pasaje de informacion
qenéti:a por medio de transferencia, usando DNA desnudo o
cromosomas metafasicos (Corsaro y Pearson , 1981) y fenomenos de
recombinacién (Wasmuth y col.,1980). Entre los tipos de mutantes

mas utilizados, se encuentran las mutantes resistentes a drogas.

Se han aislado un gran nimers de mutantes resistentes a
drogas como por ejemplo a colchicina en células somaticas en
cultivo (Thompson y Baker, 1973; Minor Yy Roscoe, 1975;
Siminovitch, 1976), methotrexato {Flintoff,1980), compactina
({Masuda y co0l.,1982), emetina (Gupta y Siminovitch,1976) vy
citocalasina (Toyama y Toyama 1984). Las mutantes resitentes a
drogas son herramientas muy valiosas que sirven como modelo
experimental para estudiar la naturaleza bioquimica y genética de
procesos celulares especificos o asociar algun cambio {enntipicn

de la celula con la resistencia adquirida. Por ejemplo, en



células de ovario de hamster chino (CHO), se han aislado mutantes
rEsSilintes a wcwulwiiicine, cuivemida y griseofulvina (Cabral vy
col.,1980), indicando que la resitencia a estas drogas esta
asociada con una alteracion en la subunidad £ de 1la proteina
tubulina. De igual modo, en este mismo sistema celular, se han
aislado mutantes resistentes a maytansina, dicha mutacicn esta
asociada con una alteracion en la proteina a-tubulina (Matthew vy
col., 1985), mostrando que el sitio de accion de esta droga se
encuentra en el sistema de microtlbulos. Toyama y Toyama (1984),
aislaron y caracterizaron en una linea celular de carcinoma
humano (celulas KB), mutantes resistentes a citocalasina B; en
dicho estudio se encontro una alteracion en la subunidad ff de la
proteina actina sugiriendo que esta alteracion puede ser el
resultado de una mutacién en el gene que codifica para la
f—-actina, a una modificaciéﬂ post—-traduccional de esta o a una

activacion de un gene silencioso para la fi-actina.

Los ejemplos anteriores nos indican, que especificamente se
puede estudiar la funcionalidad de una proteina en particular
asociandola con la resistencia adquirida por 1la celula o por
cualquiera de las mﬁ]tiples manifestaciones fenot{picas gue pueda

mostrar la misma.

La resistencia a drogas en protozoarios parasitos ya se ha
descrito desde el inicio del presente siglo (Ehrlich,1908) y
desde entonces, se han reportado diversos trabajos concernientes

a ello (Browning,19354; Peters,1974; Rollo, 1980; Santi y
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col.,1984). En especies de Entamoeba , se han aislado mutantes
resistentes a varios antibidticos o drogas (Jeffrey vy
Thomas, 1978; Injeyan y col.,1979; Orozca y col.,1985a). Las
principales aportaciones de los trabajos antes mencionados, son
la creacion de modelos celulares gque se podr{an utilizar en el
estudio de los mecanismos de accidon de drogas y/o agentes

terapéuticos en protozoarios parésito; de humanos.
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IV. INTRODUCCION .

La motilidad es una de las funciones mas importantes en las
células eucaridnticas y de 1la que dependen procesos elementales
de la célula. Por citar algunos se pueden mencionar: la divisidn
celular, el flujo citopldsmico, la endo y exocitosis, el
movimiento intracelular de organelos y particulas, el movimiento
ameboideo y la fa gocitosis . En los procesos antes mencionados,
actualmente se sugiere que existe una participacién directa del

aparato contractil denominado citoesqueleto.

La extraordinaria movilidad y plasticidad de los trofozoitos
del protozoario parésito Entamoeba histolytica, lo convierten en
un excelente modelo para el estudio de los eventos dependientes
de motilidad . Fagocitosis, pinocitosis, formacion de

pseudépodns, movimiento citnplismicu, etc. son todas actividades

que parecen estar relacionadas con su virulencia y patogenicidad.

La participacién de proteinas del citoesqueleto en las
funciones antes citadas es una extrapolacidn de lo que sucede en
otras ceélulas eucariénticas, ya Que se conoce muy poco acerca de
la funcionalidad y organizacién estructural de las prute{nas de
su citoesqueleto en Entamoeba histolytica vy otras amibas-

parasitas.

De estas protefnas, la actina de Entamoeba histolytica HM1
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es uno de los primeros componentes que ha sido bioqufmicamente
caracterizado (Badassi,1982; Meza y cpl.,1983), sin embargo,
actualmente se desconoce como se regula su polimerizacién, si
existen prnte{nas asociadas a ella y que esto este relacionado
con motilidad ©o con fendmenos de superficie que a su vez

. . . , s
determinen la conducta invasiva de este parasito.

Existen evidencias que postulan que tratando los trofeozoitos
de E histolytica con citocalasinas B y D, se puede disminur su
movilidad y virulencia. Particularmente en 1lo que respecta a la
citocalasina D, se piensa que esta droga presumiblemente inhibe
la adhesion amibiana posiblemente porque altera la funcion de los
microfilamentos de la amiba dando como resultado la dispersion de
las moléculas de adhesina que se encuentran en la superficie, asi
como la alteracion en la forma celular (Nicolson, 1976;
Aust—-Kettis y Sundguist, 1978). Evidencia concreta sobre la uniodn

de citocalasina a la actina de amiba se ha obtenido recientemente

en nuestro grupo (Rosas-Giselle,Tesis).

Como ya se menciono en la seccion anterior, la resistencia a
drogas en protozoarios parisitns ya se ha investigado desde el
inicio del presente sigle. Sin embargo, aunque se han reportado
diversos trabajos concernientes a ello, particularmente en E.
histolytica no se ha definido un modelo experimental que pueda
ayudar a explicar la relacion de una de las prote{nas mas

importantes del citoesqueleto celular de la amiba (la actina),

con fenomenos involucrados con la patogenia del parégito.



V.- OBJETIVOB

Con la finalidad de contar con un sistema experimental que
permita estudiar la relacion de las proteinas del citoesqueleto
(entre ellas principalmente actina) con la motilidad del
protozoario pardsito Entamoeba histolytica, en el presente
trabajo nos propusimos como cbjetivo general: aislar de la cepa

HM1-IMSS mutantes gue esten alteradas en su fagocitosis asi como

la seleccién de clonas por su resistencia a citocalasina D.

Partiendo del antecedente de que 1la disminucion en la
virulencia reportada en la cepa silvestre en presencia de
citocalasina, probablemente es producto de una alteracion en la
actina, did lugar a la realizacion de los siguientes objetivos
particulares :

Seleccion de una clona mutante de E.histolytica, que sea capaz

de crecer en presencia de Spg/ml de la droga citocalasina D.

Hacer una caracterizacion parcial de la clona obtenida mediante
criterios de virulencia tales como :

i)Eritrofagocitosis
ii)Efecto citopatico

Hacer un analisis bioguimico de los extradctos protefnicos de la
mutante obtenida mediante :

i) Electroforesis unidimensional
i1) Electroforesis bidimensional

Medir in vivo la incorporacion de metionina.>®5 de la clona
mutante obtenida.
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VI.- MATERIALES Y METODOS

i.,~Aislamientc de bacterias THY

La seleccidon de mutantes auxotrdficas para timina se hizo de
acuerdo al método de Jeffrey H. Miller (1972), wusando

trimetoprim.

Bacterias de la cepa Salmonella typhimurium LT-2 se
sembraron por estria en cajas de petri, en medio minimo con
glucosa (Gmin) . Despues de 24h de crecimiento, las células se
cosecharon con el auxilio de una .;pitull Yy u& resuspandieron en
SS a una D.0. de 0.4 (660nm), que corresponde a una densidad
bacteriamra aproximadamente de 4 X 10® células por mililitro; 0.1
ml de la suspensién bacteriana se agregd'pnr duplicado en tubos
de vidrio de 1B X 150mm con tapén metalico los cuales contenian
5ml de NIx, los tubos se incubaron a 37°C durante &h en agitacién
leve. Después de transcurrido el tiempo de incubacidﬁ, las
celulas en fase logaritmica de crecimiento se cosecharon por
centrifugacidn (6000 r.p.m.15S min) en una centr{fuga de mesa y se
colocd la pastilla bacteriana en tubos de 18 X 150 mm estériles
que contenfian 10 ml de NIx suplementados con NTG a una
concentracion final de 100pg/ml (previamente se disolvio en DAVIS
N). Las células con NTG se incubaron durante 1Smin en ba®o maria
a 37=°C, se centrifugaron y se lavaron dos veces con SS esteril .
La suspension bacteriana mutagenizada se transfirid a otros tubos

contenienda Sml de NIx nuevo y se incubaron durante 24h en
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: g
agitacion suave.

a) Seleccibn con trimetoprim en medio ligquido.

De la suspensién bacteriana anterior se tomo O0.iml y se
agregd a un tubo con 6ml de Gmin que ademas contenia trimetoprim
(200pg/ml) y thy (200pg/ml). El tuba con las bacterias se incubd
en bafo maria a 37°C durante 24h en agitacidn. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se agregﬁ iml de la suspensién celular a
otro tubo que contenia 9ml de SS estéril; de este Ultimo tubo se
hicieron diferentes diluciones, de donde finalmente se tomaron
0.1ml y se dispersaron por duplicado sobre 1la superficie de
AN+Thy contenido en cajas de petri (aproximadamente se
dispersaron 1000 células por caja). Las cajas se incubaron

durante 48hrs a 37<C .

b) Seleccidn por la tecnica de réplicl en placa.

Esta técni:a, introducida inicialmente por Lederberg vy
Lederberg (1952), permite la transferencia en una sola oparacién
de la réplica de una placa principal que contenga de 50 a 100

colonias, a varias placas diferentes.

Las colonias bacterianas contenidas en las cajas AN+Thy y
con la ayuda de palillos ecteriles se sembraron en cajas con
medio nuevo y se incubaron a 37°C durante 48h. Después del tiempo

, .
de incubacion, las cajas anteriores se sembraron por parchado
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tanto en medio Gmin como en AN+Thy ) por lo menos se sembraron 20
cajas de cada medio. Las cajas se incubaron a la wmisma
temperatura y tiempo antes mencionado. Después del perioda de
incubacién, se obtuvo el porcentaje de colonias mutantes que
crecieron en presencia y ausencia de thy en todas las cajas

resembradas.

c) Pruebas de reversion de las bacterias Thy~.

Las cajas de petri conteniendo AN+Thy se dividieron en 8
fracciones por 1la parte exterior con un marcador indeleble. Las
colonias bacterianas gue crecieron en AN+Thy en el procedimiento
anterior, se resembraron por estria en los compartimientos
citados anteriormente; se sembraron 50 cajas en total con 8
colonias en cada caja, mismas que se incubaron durante 24h a
37=C. Degpués del tiempo indicado, estas mismas colonias se
resembraron por estria en cajas individuales pero ahora ean
ausencia de Thy (solo en Gmin), y se volvieron a incubar. Una vez
que paso el tiempo de incubacién, quedo eliminado un porcentaje
de las colonias, mientras que el porcentaje restante se sigu16

incubando un tiempo similar.

Incubaciones sucesivas nos indicaron como las colonias
bacterianas se fueron eliminando por carecer el medic de Thy. Una
vez que se cumplid un tiempo considerable (144h), y cuando se
habia eliminado casi 1la totalidad, las colonias que quedaron y

que no mostraron crecimiento en Gmin (17 en total), se volvieron



a resembrar en Gmin+Thy y se incubaron durante 48h.

Con la ayuda de una espdtula se cosecharon las colonias
individuales, se resuspendieron en 0.1 de 88 esteril y se
dispersaron sobre la superficie de Gmin en cajas de petri. Al
centro de cada caja se agregaron 2 mg de NTG y se incubaron
durante 48h a 37°C . Después del tiempo de incubaci&n, las
mutantes que no revertieron se sembraron por estri{a sobre la
superficie de Gmin+Thy a diferentes concentraciones (5, 25 vy
S0pg/ml) Y posteriormente se seleccionaron las mutantes
auxotroficas que crecieron a la concentracicon optima de Thy; de
éstas se decidio trabajar con la mias estable y se le denomino

SM-7.

2.~Tratamiento del material de vidrio utilizado en el

cultivo de E.histolytica

El material usado por primera vez se lavd con SIGMACLIN, se
enjuago muy bien varias veces con agua de la llave y despuin con
agua destilada. Posteriormente se dejd durante 6h en NaOH 1.0 N ’
se enjuago muy bien varias veces con agua de la llave y se coloco
en HCl 1.0 N un tiempo igual al del NaOH para deapués volver a
enjuagar con agua de la llave y bidestilada. Posteriormente se

coloco en una estufa durante 3h a 200=C.

En el caso de los tubos de cultivo, estos se sumerjieron en

una solucidn de ROCCAL (un vol. de esta salucion que ya viene al



10% con S5 vol. de Hz=0 destilada), se dejaron durante una hora vy
despues se tallaron por la parte interna con un escobellon suave;
se enjuagaron con agua de la llave varias veces y se colocaron en
CLORALEX al 5% (sin los tapones), durante toda la noche o un
tiempo equivalente. Se enjuagaron muy bien por lo menos 7 veces
con agua de la llave y un tiempo similar con agua bidestilada. Se
furnearon a la wisma temperatura y tiempo come se menciono

anteriormente y se esterilizaron en autoclave (20lbs.pulg-2/20

min.).

S.-Preparacidn del medio de cultivo BI-8~33.

La composicién del del medio de cultivo BI-§-33 corresponde
a la descrita por Diamond, y col., (1978) a excepcion del Biosate
el cual se sustituyd por Biotriptasa producide en el pais

(BIOXON) y del suero de bovino (MICROLAB).

a) Medioc basal BI.

Biotriptasa 30qg; dextrosa(SIGMA) 10g9; NaCl (BAKER) 2g;
KH2P04 (BAKER) 0.&g3; K2HPO4 (BAKER) 1.0g; L-cisteina(SIGMA) 1.0g;
acido L-ascorbico(MERCK) 0.2g; citrdto férrico amdnico (SIGMA)

0.02369) .

Se mezclaron y se disolvieron los componentes en agua
tridestilada (conductividad<?),en el orden en que estan citados,

se ajusto la mezcla a pH 6.8 con NaOH SN afadido gota a gota y se



aforo a 820ml .

El medio se filtro con papel Watman #40, se depasité en
botellas de vidrio con tapa mismas que se cubrieron con papel
aluminio; se esterilizo en autoclave (15 lbs/pulg—= por 15 min.).
Se cerraron bien 1los tapones de las botellas y el medio se
conservo a 4°C o a -20°C. E1 medio de cultivo no se utilizo

después de 15 dias de preparacién .

b) Descomplementacion del suero .

El suero de bovino (lote 5/7), congelado en botellas de
400ml, se sumer jic en baRo de agua a 346<C hasta descongelarlo .
Después las botellas se colocaron en otro bafo de agua a 56°C por
30 min en agitacién; se secaron las botellas por fuera y se
distribuyd el suero en fracciones al{cuotas de 100m! en botellas
de borosilicatro estériles (Wheaton) con tapén de rosca que se

" .
mantuvieron en refrigeracion.

c) Medio BI-5-33 completo.

Al suero de bovino gque se conservo en alicuotas de 100ml se
le afadio asépticamente 20 ml de una mezcla de vitaminas
comerciales (Special, Diamond Vitamin Mixture, North American
Biologicals). Se agregaron 20 ml del suero vitaminado a 100 ml de
medio basal BI, &1 medio completo quedd a una concentracion final

de suero al 13% (v/v) y de vitaminas al 3% (v/v), este medio lo



designamos como BI-5-33.

Los trofozoitos de la cepa HM1-IMSS aislada por De la Torre
y col., (1971), fueron cultivados axepnicamente en el medio
BI-S-33x. Los cultivos en fase logaritmica de crecimiento se
colocaron en hielo durante 10min para despegar las células de las
paredes del tubo, se agitaron suavemente, se centrifugaron
durante Smin a 1500 r.p.m. y se ajustaron a la concentracion
deseada. Los trofozoitcs se sembraron a bajas concentraciones
{(entre 200 vy 400 células por ml). Para las resiembras se
utilizaron tubos de vidrio de 16 X 125mm con tapon de rosca
(CORNING de mex). Los cultivos amibianos siempre se utilizaron en
fase media logaritmica de crecimiento, salvo indicacion al

respecto.

S.-Mutagénesis de los trofozo{tos de E histolytica vy

seleccidn para fagocitosis negativa.

La tecnica de mutagénesis Yy seleccion se desarrnllé de
manera similar (aunque con algunas modificaciones dadas las
caracteristicas de nuestro sistema), al esquema descrito por
Clarke,M. (1978), para la obtencidn de mutantes de motilidad de
Dictyostelium discoideum. El1 esquema esta basado en la

sensibilidad que presentan los trofozoitos a la irradiacion con

luz cercana al espectro visible, después de incorporar en su DNA
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la BrdUr que llevaban las bacterias que ingirieron (fig. 2 ).

i) Mutagénesis

l,as amibas en fase lugar{tmica de crecimiento se crecieron

en asociacion con bacterias de la cepa Salmonella typhimurium

SM-7 durante 8h a 37<C.

4 X 10* trofozoltos se cosecharon por centrifugacidn (1500
r.p.m. por Smin ), y se lavaron tres veces con PBS pH 7.0 para
eliminar las bacterias. A cnntinuacién, la pastilla amibiana se
resuspendié en un tubo Falcon esteril de 5SOml con 10ml de medio
minimo descrito por Gillin y Diamond (1980) pero sin glucosa, gue
designamos como BG.D. ;3 en este medio los trofozoitos se
sometieron a un periodo de ayuno durante 1h en bafo de agua a
37=C. En este lapso de tiempo se observo la movilidad, elongacion
y refringencia de los trofozoitos lo cual nos indicd seguir

adelante con el procedinmiento de mutagénesis.

Casi al teérmino del periodo de ayuno, el mutdbeno NTG se
disolvid en medio 6.D. (img/ml) y despues se agrego a la
suspensidn amibiana a una concentracion final de 100pg/ml.
Posteriormente el tuboc conteniendo a las amibas en presencia del
mutdgeno, se siguié incubando a la misma temperatura que en el
periodo de ayuno solo que durante 30min. Después de este tiempo
se suspendid la incubacien agregandc 3I0ml de medio G.D. frio vy

I " d
centrifugamos como se indico anteriormente, se centrifugo y se
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lavo tres veces con G.0., para posteriormente resuspender la
pastilla en 4ml de medio BI-§-33x . De esta tltima suspensidn, se
tomd una alicuota depositando dos gotas en un portaobjetos y se
probd exclusidn de los trofozoitos con azul de tripano .
Finalmente la suspensién amibiana se resembro de manera
proporcional en 4 tubos con medio BI-S-33., suplementado con 10pl

de SAl en cada tubo.

ii) Preparacién de las bacterias.

Salmonella thyphimurium, cepa SM-7 fue crecida en cajas de
petri conteniendo Davis N, agar (Bioxon de Mexico )1.4% , gluceosa
0.4% , peptona de caseina (Bioxon de Mexico) 0.48% y timidina
(Sigma Chemical) SOpg/ml. Las cajas se incubaren 1&h a 37=C. Los
cultivos de bacterias en fase de crecimiento exponencial fueron
colectados con la ayuda de una Espétula y lavados cuatro
veces (centrifugando a 4000 r.p.m. en cada ocasion) con Davis N
para quitar los restos de agar y timidina soluble. Las bacterias
fueron ajustadas a una D.0. de 1.0 (660 nm) en 10 ml de Davis N
solo que en este caso la timidina se sustituy5 por BrdUr (Sigma
Chemical) a una concentracidn final de S0pg/ml. Despuék de 120
min de crecimiento (porque asi se cumplieron por lo menos dos
tiempos de generacién), a 37°C en agitacion, las bacterias fueron
colectadas, lavadas tres veces con Davis N y resuspendidas a la

mitad del volumen original en Davis N.

iii) Interaccidn de amibas y bacterias .



Trofozo{tos de E. histplytica mutagenizados con NTG vy
crecidos axénicamente durante trecz re=iemhras hasta la fase media
logaritmica en el medio BI-S-33., se desprendieron de los tubos
por enfriamiento en hielo durante 10 min, se centrifugaron en una
centr{fuga general de laboratorio (GLC-2) durante S min a 1000
r.p.m. , se lavaron dos veces con solucion de NaCl 0.15 M pH 7.4
y se resuspendieron en medio G.D. a 1 X 10® +trofozoitoes por
mililitro . Un mililitro de la suspension de trofozoitos se paso
a tubos esteriles y se le aqragd iml de 1la suspensién de
bacterias S. thyphimurium 8M-7 crecidas con BrdUr (ajustadas por
densidad optica a 1 X 10% bacterias /ml). Las suspensiones
celulares se incubaron en un bafio de agua a 37°C en agitaci&n
durante 3 horas para permitir que las amibas ingirieran las

bacterias .

Después del tiempo de 1ncubaciﬁn, a cada uno de los tubos (&
en total), se les aRadio 10 ml de medio G.D. fria, se
centrifugaron y se lavaron 2 veces con este medio con la
finalidad de eliminar las bacterias que no fueron ingeridas. Las
pastillas amibianas se resuspendieron en otro tubo esteril al gue
se le agregaron 5 ml de BI-S-33 x. Se contd el ndmero de celulas,
5 X 10® trofozoftos que estuvieron en contacto con las bacterias
fueron sembrados en tubos con medio BI-S-33x suplementados con
20pl de S5A1 cada uno. Los tubos con los trofozoitos se incubaron
durante 24n a 2/“L para permitir la replicaciﬁn de las amibas vy

la incnrporacidn de la BrdUr en su DNA.
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ivy Irradiacion de E histolytica que incorpnrﬁ en su DNA

BrdUr.

Los trofozoitos que estuvieron en incubacion durante 24h se
enfriaron, se centrifugaron y se lavaron 3 veces con medio G.D.
se resuspendieron en este mismo medio a 5 X 10® trofozoitos por
mililitro . Alicuotas de 2 ml de esta suspension se pasaron a
cajas de petri de 35 X 10mm. Las tapas de las cajas se
invirtieron y se llenaron con una solucion de timidina (1 mg/ml),
que actla como filtro de luz de longitud de onda mas corta de
310nm, para evitar el dafo a los trofozoitos por irradiacion con
luz ultravioleta de onda muy corta. Las cajas de petri se
pusieron sobre hielo y bajo la lampara de luz de 310 nm a 4 cm de
distancia con el filtro de timidina interpuesto y en agitacion

leve. El tiempo de irradiacion fue de 3h.

Despues del tiempo de irradiaciﬁn, los trofozoitos se
sacaron de cada caja de petri por succion con pipetas Pasteur
estériles y se vaciaron en un tubo Falcon de 5Oml; se lavaron una
vez con medio G.D. , se sembraron en medio BI-S-33x suplementado
con SAl y se incubaron a 37°C durante 24h. Despues del tiempo de
incubacién, los trofozo{tos <sobrevivientes a la irradiacidn se
contaron, se sembraron 1 X 10= células en 11 ml de medio BI-S~-33x
suplementado con SAl y se incubaron hasta fase logaritmica de
crecimiento . El protocolo de interaccidén e irradiacidn se

repitid completo por tres veces y la poblacién resultante de la
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p gl ‘ ’
tercera irradiacion se paso 10 veces en medio BI-8-33..

&.~Aislamiento de poblacivies amiblanas resis.e. ."is & L.

Esta técnica de seleccidon se 1lleva a cabo tomando como
modelo el procedimiento empleado por Toyama Toyama (1984) para la

seleccion de células KB resistentes a citocalasina B.

Trofozoitos de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento
provenientes del tratamiento de seleccion para movilidad, se
enfriaron y se centrifugaron para colectar las célu!as; se conto
el nimero de las mismas y se inocularon 1 X 10% trofozoitos en 8
tubos con 12ml de medio BI-S5-33x suplementado con CD (Sigama
Chemical),Spg/ml. Los tubos se incubaron durante 72h a 37<C,
Despues del tiempo de incubacién, las células se colectaron por
:entrifugacién en tubos Falcon de 50ml, se lavaron tres veces con
solucion amortiquadora de fosfatos pH 7.0 ; la pastilla se pasé a
un tubo que contenia medio de cultive nuevo suplementado con 10pl
de SAl pero sin la droga . Los trofozoitos se dejaron crecer
hasta que alcanzaron la fase media logaritmica de crecimiento
durante tres ciclos y en el ultime de estos, se repitié el
protocolo anterior en forma sucesiva hasta obtener un buen nﬁmero
de amibas resistentes a la droga. Se cultivaron sucesivamente en

forma alternada con y sin la droga, durante 19 pasajes.



Se prepararon botellas Costar de 30ml con 25ml de medio
BI-5-33x. Las botellas se incubaron durante 30min a 41°C en un
bafo de agua . Posteriormente se agregaron 2.6ml de agar (Difco)
de preparacién reciente al 5% (peso/volumen) en medio basal BI
para obtener una concentracion final de agar en el medio de 0.48%
. Las botellas se agitaron vigorosamente hasta obtener una mezcla
homogénea y se volvieron a incubar a la misma temperatura por
swmln . Durante este tiempo los tubos con los trofozoitos en fase
logaritmica de crecimiento se tolocaron en hielo; la suspesion
celular se contd y se inocularon 4 X 10 amibas en tubos que
contenian 10 ml de medio BI-S-33 + SA1 frio. Las suspensiones
celulares se homogeneizaron agitando suavemente los tubos y se

colocaron en agua-hielo hasta el momento de inocularlos en el

agar semisolido.

Las cajas Costar con medio semisélido, se gQuitaron del bafhko
a 41°C y se colocaron en la campana de flujo laminar vertical
(VECD). Previa homogeneizacion invirtiendo 1los tubos, se tomaron
iml de cada tubo y se inocularon en su caja respectiva . Los
indécul os correspondientes fueron de 400 trofozoitos tanto para la
cepa silvestre como para las resistentes a CD. Las botellas
inoculadas se agitaron vigorosamente para distribuir los
trofozoitos homogeneamente; se colocaron en hielo durante 10min
hasta que el agar solidifico y despues las botellas se 1ncuvar on
a 37°C por 4 a 8 dias hasta que las colonias fueron aparentes a
simple wvista para contarlas y determinar la eficiencia de

formacidn de colonias (E F ©), 5egdn Gillin y Diamond, (1978),
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calculada como:

Numero de colonias aobtenidas

Numero de trofozoitos inoculados

8.- Cineticas de crecimiento en presencia de citocalasina D o

emetina.

10* trofozoitos por tubo de las clonas silvestre y mutante
se cultivaron en medioc axenico BI-5-33x en ausencia y presencia
de CD (Spg/ml) durante @?6h; el nimero de trofozoftos se contd
cada 12h en un hemat{metro: una gota de la 5u5pensidﬁ celular se
colocd en el hematimetro y el ndmero total de amibas que se conto
se multiplico por un factor de dilucion de 1 X 10=,
uetarminandose asi la cantidad total de amibas por milLilitro.
Este mismo procedimiento se siguié para los experimentos con o
sin emetina (10pg/ml conc. final) pero en este caso se contd el
numero de células cada 20h. Para CD los experimentos se hicieron

por triplicado; para emetina por duplicado.

.
Coleccion de sangre.

Se aplic6 un torniquete en el brazo de un donador de tino
Rh™ vy grupo sanguineo (ABO) conocido. Con una jeringa (aguja 21

X 32 mm ) se obtuvieron 10ml de sangre por puncién venpsa. Se



quito la aguja para evitar la hemolisis y se vacid inmediatamente
en un tubo Falcon de 5O0ml el cual contenia 10 ml de solucion
anticoagulante de Alsever (Garvey y col., 1977); se tap6 el tubo

y se agité suavemente la mezcla.
Lavado, obtencion y almacenamiento del paquete globular.

La mezcla de sangre se centrifugo con solucion de Alsever a
3000 r.p.m. durante 15 min en una centr{fuga clinica (EQUIPAR).
Los glébulos rojos se lavaron por centrifuqacidﬁ bajo las mismas
condiciones con 40ml de solucifn de NaCl O.15M pH 7.4; despues de
cada centrifuga:ién se quité el sobrenadante 1{quido por
aspiracion asi como el sedimento blanco (leucocitos) depositado
sobre la pastilla de qlébulns rojos. Despues de la Ultima
centrifuqa:ién, el paquete globular se resuspendio en solucionde

Alsever a una concentracion de B0-90 % (v/v).
Experimento.

Los ensayos de eritrofagocitosis se realizaron de acuerdo a
la técnica descrita por Trissl y col.,(1978) con algunas

modificaciones.

Los trofozoitos de las clonas X1 y G3I obtenidas en el
presente trabajo, se desprendieron de los tubos por enfriamiento
en hielo y se ajustaron en 10ml de medio BI-5-33x a una

concentracion de 1 X 10* trofozo{tos. El numero de trofozoftos y
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de globulos rojos (GR) se conto en un hematimetro. 1 X 10® GR se
suspendieron en Sml de medio axénico BI-S5-33% ., A la suspenﬁién

tanto de trofozol{tos como de GR la designamos como suspensiéﬁ I.

B ml de la suspensién I de las clonas silvestre y mutante se
repartieron por partes iguales en tubos Falcon de SOml (4 tubos
en total) y se colocaron en un bafo de agua a 37=C en agitaciﬁn
suave (suspensién II). A uno de cada pareja de tubos de las dos
clonas se les agrego CD a una concentracion final de Spg/ml,
mantenieéndolos en el baio de agua hasta el momento de la

interaccion con los glébulos rojos.

Al inicio del experimento se tomaron iml de la suspensiéﬁ ;¢
y se agregaron a cada uno de los tubos con trofozoitos de 1la
suspensién I1. De cada uno de los tubos de la interaccion
trofuzoftal-BR, se tomo 1 ml y se deposité en un tubo Falcon que
conten{a 30ml de Hz0 bidestilada con la finalidad de lisar los
glébulns rojos no adheridos; estop se hizo para los tiempos
0,5,10,15, y 30 min. respectivamente. Al teérmino de los tiempos
preestablecidos se tomo la alicuota de 1Iml vy se cnntri¥u95
inmediatamente (1000 r.p.m. 3min), para evitar la lisis de las
amibas mutantes. Se quit& el sobrenadante de cada pastilla y.se. .
agregaron O0.35ml de glutaraldehido al 2.5% en una solucion
amortiguadora de fosfatos con pH 7.4 y se incubaron durante 30
min a 37°C. Despues de este tiempo a cada tubo Falcon se le
agregaron 40ml de NaCl 0.15M vy se centrifuqé; posteriormente las

pastillas amibianas se contrastaron con diaminobenzidina
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{Novikoff,y co0l.,1972) vy se incubaron por 30min a 37°C . Los
eritrocitos ingeridos por amiba se contaron en 100 amibas al azar
s con la ayuda de un microscopio invertido OLYMPUS CK S041 a un
aumento de 160X y se obtuvieron promedios para cada tiempo vy

clona.

10.-Efecto citopdtico de E.histolytica socbre celulas MDCK en

cultivo.

El efecto citopadtico de 1los trofozoitos de las clonas
silvestre y mutante de E.histolytica sobre cé€lulas en cultivo fue
medido en funcion de la destruccidn de monocapas confluentes de
células de la linea MDCK . El procedimiento empleadoc fue similar

al descrito por Mirelman, y col.,1984.

4 X 10° trofozoitos de cada una de las clonas se
suspendieron previamente en medio modificado de Eagle(DMEM), se
afadieron a cajas de cultivo de 24 pozos (3.5ml de capacidad por
pozo). La caja conten{a monocapas confluentes de celulas MDCK (4
X 10® células por pozo). La interaccion se llevé a cabo durante
60 min a 37=C y posteriormente la caja se coloco en hielo por 15
min con la finalidad de que se despegaran los trofozoftos
adheridos a las monocapas. Estas se lavaron tres veces con
solucidn salina 0.15M pH 7.4; a cada pozo se le aqregé 0.5m1 de
glutaraldehido al 2.5% en FBS pH 7.0 y la caja se coloed a 37=C
durante 15 min . Se quité el glutaraldehido y se agadid azul de

metileno al 0.1%Z (en regulador de boratos 0.1M pH B.7). El exceso
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de colorante se quitd con 4 lavados con regulador de boratos
(0.01M pH B.7), se agregé iml de HCl 0.1M y se colocd la caja a
37=C durante 30 min; la cantidad de colorante extraido fue
proporcional al nimero de celulas intactas que se mantuvieron
adheridas a la multicamara de cultivo. La intensidad de color se
midio a 6460 nm haciendo diluciones apropiadas en HCl1 0.1M . Las
monocapas ctelulares que fueron expuestas a los trofozoitos de la

cepa Laredo (E. histolytica-like) sirvieron como control (0% de

destruccidn ). El experimento se lleve a cabo por triplicado en
ausencia y presencia de CD (Spg/ml), en este dltimo caso los
trofozoitos se preincubaron durante 15 min a 37°C &. presencia ae
la droga, antes de ponerlos en interaccidn con la monocapa

celular.

11.-Métodos de separacion slectroforetica.

A) Electroforesis unidimensional .

i) Preparacién de los extractos amibianos .

Trofozoitos de las clonas en estudio en fase logar{tmica de
crecimiento se cosecharon por :entrifuqacién {1500 r.p.m./5 min)
y =se lavaron tres veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 . Las pastillas amibianas se resuspendieron en
Sml de 1a misma solucidn y se contd el nimero de células; se
volvieron a centrifugar obteniendose pastillas amibianas con una

densidad celular de 1 X 10* células en diferentes tubos



eppendorf, a cada tubo se le ngr295 S50pl de una solucion de
parahidroximercuribenzoato (p—HMB) . Los paquetes celulares
contenidos en cada tubo se agitaron vigorosamente en un vortex
para lisar las células. se tomaron alicuotas de Spl y se
determin5 la cantidad de proteina por el métndn de Bradford
(1976). A las pastillas de cada uno de los tubos se les aqregé un
volumen igqual de buffer de muestra 2X, se hirvieron durante S5 min
y se guardaron a -20°C hasta el momento de hacer los geles en
placa, para lo cual solo se les agregﬂ 2-mercapto-etanol a una
concentr-acion final de 5S4 , se hirvieron durante 1 min y se

colocaron en el gel correspondiente.

ii) Prepara:ién de los geles.

Las prote{nas totales de 1los trofozoftos de las clonas
mutante y silvestre se separaron en geles de poliacrilamida al
10 v 12% 5egﬁn el metodo descrito por Laemli (1970). Se
prepararon geles planos en placa de 15mm de espesor. Las
concentraciones finales de los componentes de los geles fueron:
para el gel concentrador, acrilamida (Bio—-Rad) al 5S% 3
bis—-acrilamida (Serva) 0.8% ;3 Tris (Sigma Chemical) 0.125M pH 4.8B
3 SDS (Sigma Chemical) ©0.1%Z . Para el gel separador la mezcla
consistio de acrilamida al 10 o 12% bisacrilamida 0.8% s Tris
0.375M pH 8.8, SDS 0.1%. Se adicionaron ademas 100pl de
persulfato de amonio (Bio-Rad) al 12.5%Z y S0pl de TEMED (Bio-Rad)
al 10% por cada 10ml de mezcla, para catalizar la pulimerizacién

del gel. Se colocaron las muestras en los geles y se corrieron a
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temper atura ambiente en una sciucion amor Liguadora electrolitica
de Tris 0.025M pH 8.3, glicina (Sigma Chemical) 0.192M, SDS 0. 1%
,a 100 volts 30min y despues a 125 volts hasta el término de tres

horas y media.

B) Electroforesis bidimensional.

i)Primera dimension.

lLas protefnas de los extractos totales de las clonas
silvestre y mutante se separaron por electroforesis bidimensional
de acuerdo al metodo descrito por 0’ Farrell, 1975 y R.
Bravo, 1984; agregando ademas triton X-100. Las protefinas se
corrieron en la primera dimension en geles cilindricos de 3mm de
diametro por 12cm de largo, la concentracion final de los geles
fue: urea(lLkKB) 9.5M, acrilamida 4%, NP-40 (LKB) 2% ,triton X-100
(LKB) 2% vy anfolinas (Bio-Rad) al 2% de intervalo de 5-7 y 3-10
H para permitir la polimarizacién se adicionaron 10pl de
persul fato de amonio al 10X y 7yl de TEMED por cada 10 ml de la
mezcla. Encima de la solucidn del gel se colocd una solucion de
urea BM para impedir que el gel se polimerizara con una interfase
concava.Como solucion electrolitica de corrida se amplad'an la
camara del c&todo NaOH (Baker) O0.02M y en la camara del anodo
HsPO. (baker) 0.01M. La solucion de corrida del c;tndo se
desqasificd durante seis horas conectandola directamente al vacio
para evitar la formacion de bicarbonatos . Los geles se

precorrieron 15min a 200 V, Z0Omin a 300 V y 30 a 400 V, despues



de lo cual se aplicé la muestra de proteina prev.emente 2isuelta
en una solucion amortiguadora de lisis que contenfa urea
9.5M,NP-40 2%,triton X-100 2%, 2-mercaptoetanol S% y anfolinas
5-7 24 y 3-10,1.6% (buffer A'). La concentracidn de proteina fue
de 1 a 2pg/pl aplicandose un maximo de 100pg por gel. Sobre la
muestra se colocaron 10pl de una solucion de urea 9M y anfolinas
al 1%y -encima 1la solucion de corrida evitando que se mezclaran
las soluciones. Los geles se corrieron 16h a 400V. Al finalizar
la corrida, los cilindros se sacaron de la varilla de vidrio
inyectando aire y se colocaron para equilibrarlos en una snlucién
que contenfa tris 0.0625M, glicerol (Sigma Chemical) 10% ,
2-mercaptoetanol 5% , SDS 2.3%4 durante 20 min. Finalmente se
procedié a correr las proteinas en la segunda dimension o se

almacenaron los cilindros a -20°C hasta su uso.

ii)Segunda dimension .

Para separar las prnteinas en la segunda dimensién, se
prepararon geles de poliacrilamida al 12% seqﬁn se describid
previamente y en la superficie del gel se colocog el gel
cilindrico en donde previamente se habfan corrido las proteinas
en la primera dimensidn. Para unir leos geles, se cubrid el
cilindro y la superficie del gel plano con una solucidn de
agarosa (Seakem) al 1Z , tris 0.0625M pH 4.8, glicerol 10% ,
2-mercaptoetanol 5% , SDS 2.3% y azul de bromofenol (LKB) 0.001% .
La agarosa se dejé secar y se corrio el gel en la solucion

amortiguadora descrita para geles de acrilamida . Los geles se
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corrieron 1.5 horas a 100 V hasta que el azul de bromofenol
alcanzd el gel separador y despues se incrementd el voltaje a
125V por 3 horas mas. Una vez finalizada la corrida, los geles se
tiferon con azul de Coomasie al 0.25% , se destiferon (con una
solucion de metanol ¥ acido acético en una relacion 5:4 y» Seguida
con écido acético al 10%) y/o se procesaron para fluorografia

sagﬁn se describira posteriormente.

Para estudiar la sintesis de proteinas de las clonas X1 y G3
s 5 X 10% trofozoitos/tubo de cada clona se preincubaron en media
axénico sin cisteina durante 16h s despues de lo cual se lavaron
y se resembraron en el mismo medio suplementado con 2.4 pCi/ml de
SSS-metionina (1220 Ci/mmol , Amersham},toméﬁdose muestras
alicuotas cada 12h , hasta 36h . Dichas muestras se fraccionaron
en dos partes: una (fraccion A) para medir la radioactividad y la
otra (fraccion B), para ser procesada en geles verticales de
poliacrilamida-SDS al 10% ; a esta ultima fraccion se le adiciono
disopropil fluorofosfato(DIFP) SmM s leupeptina 10pM Y
N-etil-maleimida (NEM) SmM. Las bandas de proteina se revelaron
primera por tincidn con azul de Coomassie y Se procesanon.

posteriormente para autorradiugraffa.

La radiactividad incorporada en las células se midio como
material TCA precipitable llevéndose a cabo como se describira

mas adelante.
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La determinacion de las concentraciones de prote{na, se hizo
sagﬁn el metodo de Bradford (Bradford, 1976), usando como patr&h

alblmina serica bovina (Sigma Chemical).

i)Medida de la radioactividad incorporada en macrumaléﬁulas

precipitadas con TCA.

Para cuantificar la radioactividad incorporada en
macrcmoléﬁulas, la fraccion A se lavo 2 veces con medio G.D.; 1la
pastilla se suspendié en TCA al 10% y se guardé a =70°C en cada
uno de los tiempos. Posteriormente, al{cuotas por triplicado de
cada tiempo y clona, se depositaron en cuadritos de papel Whatman
: los cuadritos se secaron con una pistola de aire cnmﬁn. para
sumergirlos despues en TCA al 10% durante 30min y enjuagarlos con
TCA al S%, todo a 4=C. Se depositaron en un recipiente con agua y
se hirvieron durante 1Smin en TCA al 5% . Despues de hervirlos se
enjuagaron 2 veces con TCA al S% frio; se lavaron tres veces con
etanol absoluto, wuna con etanol-eter (1:1) y finalmente con
eter.Los cuadritos de papel con las muestras de protefna
precipitadas, se secaron con la pistcola de aire y se introdujeron
cada uno en viales de vidrio conteniendo Sml de liquido de
centelleo (aquasol).

La radioactividad incorporada se midid en un contador de

centelleo l{iguido modelo TRI-CARB 440C.

ii)Procesamiento de los geles de acrilamida para



fluorografia.

Para observar el patron de proteinas de los extractos
totales de las clonas marcadas con “®S-metionina, los geles se
nrocesaron para fluorografia de acuerdo al metodo de Bonner y

Laskey (13974).

Despues de tefir y destefir los geles, se colocaron por dos
veces durante media hora cada vez en DMS0, despues en una
solucion de PPO al 22.5% en DMSO0 durante tres horas,
posteriormente en agua y finalmente se secaron en un secador de
geles (Lab-Line) durante una hora. Una vez seco el gel, se puso
en contacto con una placa de rayos X (Kodak XR-5 OMAT), por
tiempo variable. Generalmente las bandas conteniendo 1 X 10
c.p.m. fueron visibles en 24h . Para almacenar las placas, se
utilizaron portaplacas protegidos de la 1luz que se colocaron a
~70°C . El revelado de las placas se r-aliz& en la obscuridad,
cnlucéHdolas en revelador para rayos X (Kodak) 3.3 min , luego el
fijador (Kodak) otros 3.5 min , y por Jltima se enjuagaron en

agua corriente.



REBULTADOS

{,= Seleccion de bacterias Thy- .

La obtencién de las mutantes auxotrdficas para timina se
muestra en el esquema metodoldgico de la figura 1 . De las 17
mutantes auxotréficas de la bacteria Salmonella typhimurium LT-2
gque se obtuvieron en este trabajo {(como se menciono en la 5ecciéﬁ
anterior ), estas presentaron diferencias en su crecimiento en
relacion a la cantidad de timina (tabla 1). Como se puede
observar, las cepas 1,2,7,21 y 171, tuvieron un crecimiento
Gptimn en medio minimo <uplementado ron timidina a3 una
concentracion de 50pg/ml. Aunque las demds cepas tienen un
crecimiento Optimo similar a una concentracion mayor de timidina
(200pg/ml), para los Ffines de este trabajo, nos interesaba una
mutante bacteriana auxotrdfica con fenotipo Thy~ vy genotipo thy

A .

El siguiente paso fue elegir la cepa bacteriana que mejor
creciera en BrdUr . Cada una de las cepas se resembraron en medio
Bmin 3 Gmin+Thy(SOpg/ml) vy Gmin+BrdUr{SOpg/ml); solo 2 cepas
mostraron buen crecimiento con BrdUr en lugar de timidina aunque
no fue similar al crecimiento mostrado en Gmin+Thy y en medio
rico (AN+Thy). Con estos resultados (tabla II), se eligid la cepa
7(SM-7) la cual utilizamos posteriormente como vehiculo en la

seleccidn de los trofozoitos deficientes en fagocitosis.
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I CRECIMIENTO EN MEDIOD Gmin
1D MUTAGENESIS CON NTG
11D SELLECCION CON TRIMETROPRIM

EN MEDIO LIQUIDO

v SELECCION POR LA TECNICA DE

REPLICA EN PLACA

V) PRUEBAS DE REVERSION CON NTG

Salmonella typhimurium Thy~

seleccion de SM-7

FIGURA 1

AISLAMIENTDO DE BACTERIAS Thy—.
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TABLA 1

Thy~— A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TIMIDINA.

_ Gmin__+_ _Thy_(pg/ml)

CEFA Gmin 5 25 S0 200

1 X= X ++ +4++ +4+++

2 X X ++ ++++ ++++

7 X X ++ 4 +4+4++
10 X X + ++ 44+
20 X X + ++ +44++
21 X X ++ +4+++ +4+44+
52 X X + ++ +4+++
80 X X + ++ 44+
93 X X - ++ .
102 X X + ++ +4+++
104 X X + ++ 4t
112 X X + ++ +H44
117 X X + +4+ 444+
152 X X + +4 +4+4+4
155 X X + ++ +4+++
171 X X ++ 44+ 4+
177 X X + ++ +4++

*No hubo crecimiento bacteriano.
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TABLA I1

LT-2 Thy~ en presencia de Brdur

CEPA
18 o
1 2 7 21 1714
Bmin Xx X X X X
Gmin + Thy +4+44 4+ ++++ et ++++
Gmin+Brdur + + +++ + ++
AN + Thy ++++ 44 4+ +H4 e+

T No hubo crecimiento bacteriano.
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2.- Obtencion de trofozo{tos deficientes en fagocitosis.

El método de seleccidn empleado en el aislamiento de
subpoblaciones de trofozoitos deficientes en fagocitosis esta
basado en el esquema descrito por M.Clarke (1978) para la

obtencion de mutantes de motilidad de Dictyostelium discoideum.

Despues del tratamiento mutagéﬁicn y de la seleccion de
trofozoitos negativos en fagocitosis (fig 2), se obtuvo una
publacién heterogénea enrigquecida en ceélulas con una capacidad
eritroﬁagec{tica disminuida, en un tiempo de interaccion de
20min. La eritrofagocitosis mostrada por esta pablacién de
trofozoitos, de manera indirecta nos indicd su deficiencia en
movilidad. La fig. 3 nos muestra la diferencia marcada de la
capacidad eritro#agocitica de la poblacidﬁ mutagenizada en

relacidn a la cepa silvestre.

3.- Aislamiento de poblaciones amibianas resistentes a CD.

Se ha encontrado que al tratar los trofozoitos de E
porque inhibe la polimerizacién de los microfilamentos de actina
(Weihing, 1978), se puede reducir la movilidad, asi como los
movimientos intracelulares (Michel y Hohmann,1979) y disminuir la

virulencia de ciertas cepas de Entamoeba (Ravdin, y col.,1982).
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f? BrdUrd
@gd 2h 37°C

Solmonelig typhimurium Salmonellg tzm:murium
LT-2 (Thy) LT-2 BrdUrd

@’J +§<%7 @%w%&

Luz 310 nm

3h. 4°C
Entamoeba histolytica ) 24 h. Mutantes sobrevivientes

(HM1-{MSS) Células mutantes y que 10 incarpararon
Poblocién mutagenizada normales que fogo- BrdUrd en su DNA .
con NTG. citaron bacterias
BrdUrd.
FIBURA 2

ESQUEMA DE LA OBTENCION DE TROFOZOITOS DEFICIENTES EN

FAGOCITOSIS (Clarke, 1978).

Salmonella typhigggigg SM-7, se incubd durante 2h a 37°C en
presencia de BrdUrd, despues se puso en interaccidn (3h a 3I7=0)
con trofozoitos que previamente habian sido mutagnnlzados con
NTG. La suspensidn de amibas-bacteras se incubd en medio axenico
durante 24h a 37°C para permitir la replicacidn de los
trofozoftos Yy la 1ncorpurac16n de Brdurd en su  DNAj
posteriormente la pnblac1an fue irradiada con luz de 310nm . Los
trofozoitos que no ingirieron bacterias "envenwnadas", por lo que
no incarporarnn BrdUrd en su DNA, y gue sobrevivzn por lo tanto a
la irradiacidn constituyd a la poblacidn deficiente en

fagocitosis.
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FIGURA 3
DEFICIENCIA ERITROFAGOCITICA DE TROFDZDITOS.

Trofozoitos de E.histolytica, de la poblacion mutagenizada vy
de la cepa silvestre, se pusieron en interaccidn con GR (1:100)
durante 3q min. a 37°C’ en tubos conicos. Despues del tiempo de
interaccion, se agrego agua bidestilada para lisar 1los GR
adheridos a la superficie de los trofozoitos. Las suspensiones
celulares se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y finalmente se
suspendieron en glutaraldehido al 2.5%Z en PBS, se tomaron
alicuotas dEpnsisténdolas en portaobjetos y se observaron al
microscopio. Panel A (60X):Cepa HMI-IMSS sin GR. Panel B (&0X)
:Cepa HM1-IMSS con GR. Panel C (40X): pohlacion mutagenizada
deficiente en fagocitosis proveniente de la cepa HMI1-IMSS.
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Teniendo como antecedente la +unciéﬁ de 1la CB, aunado al
interés particular por encontrar un marcador de estudio que nos
permitiese delucidar 1la relacion de la proteina actina con
fencmenos de motilidad, se tomd como modelo experimental el
procedimiento empleado por Toyama y Toyama (1984) en la seleccidn
de células KB resistentes a CB, pero usando CD la cual es mas

potente que la CB(Yahara y col.,1982).

Como se menciono en la seccion de materiales v métudos, a
partir de 1la poblacién heterogénea deficiente en movilidad
obtenida del tratamiento mutagénico y de seleccion negativa, se
obtuvo una suhpoblacién (denotada como suhpnblacién "B"), capéz
de resistir 19 pasajes alternados en ausencia y presencia de CD a
una concentracicn final de opg/ml. La fig.4 muestra la curva de
crecimiento de la cepa HMI-IMS5S y de 1la subpnblacidh "B" en
ausencia y presencia de CD a una concantracién final de Spg/ml.
La velocidad de crecimiento en ausencia de la droga, mostro un
tiempo medio generacional de 17h y de 18h para la cepa silvestre
¥ subpnblatién "B" respectivamente . En presencia de la droga la
primera empezé a morirse desde las primeras horas, mientras que
la subpoblacidn "B" siguid creciendo, aunque mas lenta (tiempo de
generacién de 25h). Con estos resultados procedimos a clonar en
medio semisdlido sin CD las dos cepas en estudio con la finalidad

de trabajar con poblaciones homngénaas.
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FIGURA 4
CURVA DE CRECIMIENTO DE Entamoeba histolytica.

104 trofozoftos de la cepa silvestre y subpoblacion "B" se
incubaron en medio axe€nico BI-8-33x . Cada 12h se contd el ndmero
de trofozoi{tos en un hemat{metro. Cepa HM1-IMSS en ausencia (O )
y presencia (@ ) de Spg/ml de CD; subpoblacion "B" (proveniente
de la HM1-IMSS) en ausencia (A) y presencia (A ) de la droga.
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Despues de la c]nnacién, se seleccionaron las clonas G3 (de
la subpnblacién "B") y X1 de la cepa HM1I-IMSS para su posterior

caracterizacion en el presente trabajo.

4.~ Crecimiento de Entamosba histolytica an medio

semisdlido.

Como vya se menciono anteriormente, con la finalidad de
obtener poblaciones hnmcgéneas, la cepa HM1-1IMSS y la
5ubpnblacién "B", se clonaron en agar semisdlido de acuerdo a la
tecnica descrita por Gillin y Diamond (1978), en presencia y
ausencia de CD (Spg/ml) vy de esta manera se aislaron varias
colonias de las cuales se seleccionaron 2 (de la cepa silvestre y
de la subpobla:ién "B")., El crecimiento en agar semisdlido con CD
siempre fue nulo para las 2 cepas} en ausencia de la droga, la
cepa HM1-IMSS, mostro una EFC de 19.33% mientras que las clonas
aisladas de la subpoblacion "B" mostraron diferentes EFC (tabla
III). En la tabla Il se muestra la sensibilidad a CD de 5 clonas
resistentes a esta droga con respecto a una clona de la cepa
silvestre. Los experimentos subsiguientes se efectuaron solo para
las clonas X1 (de la cepa silvestre ) y G3( obtenida de la

subpoblacién "B,
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TABLA III

SENSIBILIDAD A CD EN MEDIO LIGUIDO DE LAS CLONAS OBTENIDAS EN AGAR

SEMISOLIDO.
CLONA TEFC (%) BI-5-33 -
x + CD BI-5-33x S/CD
X1
- 19.33 nulo +++++
63
1.75 +++++ PRI
31
?.75 +4+++ +++++
33
& 9.75 +4+44 4+
51
= 12.00 S s e+t
53
= 12.00 +4++ e
sS4
" 12.00 +++ +4+4+++

a. Clona de la cepa silvestre HMI-IMSS.
b. Clonas obtenidas de la subpoblacion "“B",

resistentes a Spg/ml de CD.
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S.= Crecimiento poblacional de Entamosba histolytica en

ausencia y presencia de CD o smetina.

Una vez obtenidas las clonas X1 y GB63 , fue necesario
caracterizar el crecimiento en ausencia y presencia de CD
(Spg/ml). En ausencia de CD, las clonas X1 y G3 tuvieron un
tiempo generacional de 20h y 22h respectivamente. En presencia de
la droga, la primera muric entre 12 y 24h, mientras que la
mutante G3 crn:id, aunque mas lenta que en el medio sin la droga
con un tiempo de generacion de 2%h (fig 5).

Tambien se decidio probar la sensibilidad de ambas clonas a
emetina (10pg/ml), experimento que se hizo en paralelo al
anterior . La velocidad de crecimiento de 1las clonas X1 y B3 en
presencia de emetina (i10pg/ml), fue muy similar mostrando una

evidente sensibilidad a esta droga (fig &).

&.~ Eritrofagocitosis.

La fagocitosis es una de las principales funciones que
aunque de manera indirecta puede correlacionarse con la
virulencia del protozoario parasito E.histolytica. Se ha logrado
pues establecer una correlacion entre la tasa fagocitica y la
virulencia de diferentes cepas amibianas (Trissl,y col.,1978;
Orozco, y col.,1980). En amibas patégenas de vida libre ya se ha
reportado tambien (Visvesvara,y col.,1974), que la fagocitosis es

uno de los procesos celulares importantes que utiliza el plrilita

durante la agr.sién hacia los tejidos.
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FIGURA 5

CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LAS CLONAS X1 Y G3 (cepa
HM1-IMSS) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE CD.

10“tro+ozuitnn de cada una de las clonas se cultivaron en
medio axenico BI-S5-33x en ausencia y presencia de CD (Spg/ml)
durante 96h. La curva se construyd con el promedio de 2 tubos
para cada clona, contando los trofozoitos cada 1Zh en un
hemat{metro, los experimentos fueron por triplicade. Clona Xi en
ausencia (0O ) y presencia (® ) de Spg/ml de CD ; clona B3 en
ausencia (O) y presencia de la droga{A).
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FIGURA 6

CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LAS CLONAS X1 Y G3 (cepa
HM1-IMSS) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE EMETINA.

10* trofozoitos de cada una de las clonas se cultivaron en
el medio axénice BI-6§-33x en ausencia y presencia de emetina
(10pg/ml concentracion final). Cada 20h se conto en un
hematimetro el nimero de células. La curva se ccmstruycf con el
promedio de 2 tubos para cada clona en ausencia y presencia de la
droga jlos experimentos 4Fueron por duplicado . Clona X1 en
ausencia (0 ) y presencia (@) de emetina ; clona B3 en ausencia
(A) y presencia (A) de la droga.



El fendmeno de eritrofagocitosis ha sido considerado
tradicionalmente por varios autores como el principal criterio de
laboratorio para la identificaciodn de amibas patdbenas
(W.H.0.,1969; MWilcoks,y col.,1972) vy actualmente se sabe que
existe cierta dependencia entre la competencia fagocitica y la
virulencia de la amiba en vivo (Orozco, y col.,1983). 8Se ha
encontrado que este fenémenu, precede al evento inicial que es la
adhesidn . Juntos o por separado los 2 procesos son inhibidos por
las citocalasinas (Ravdin,1981; Lopez-Revilla,1982), indicdndonos
que se requiere una participacion dinamica del citoesqueleto de
la amiba. Si la actina es el blanco de la droga, podemos inferir
que se requiere de la participacion de la actina a diferentes

niveles, para que se lleve a cabo la adhesidﬁ y la fagocitosis.

En el presente estudio el evento faguc{tica de glébulos
rojos de humano, se midio en las clonas silvestre y mutante
derivadas de E.histolytica HM1-IMSS, en ausencia (A) y presencia
(P) de CD (Spg/ml concentracion final). La figura 7 nos muestra
la eritrofagocitosis de las clonas X1 y G3 a diferentes tiempos
(0,5,10,15 y 30 min). La eritrofagocitosis de la clona X1 (barras
claras) aumento con el tiempo en forma gradual en ausencia de la
droga; en presencia de esta, el fendmeno se ve inhibido en un 85%
a los 30 min . La clona mutante G3 (barras con diagonales),
mostrd una tasa eritrofagocitica disminuida en aproximadamente un

68% y 70% a los 30 min, en ausencia y presencia de la droga.



Numero de eritrocitos /amiba

Tiempo (min)

FIGURA 7

DIFERENTES TIEMPOS .

En tubos conicos a 37°C, se agregaron 8ml de suspensidn de
trofozoitos (2 X 10°/ml) y 4ml de suspensidn de eritrocitos en
PBS pH 7.4 (B X 107/ml). A diferentes tiempos se tomaron
alf{cuotas de Iiml y se depositaron en tubos cdnicos que contenian
30ml de agua bidestilada para lisar los eritrocitos en suspension
y adheridos a la superficie de los trofozoitos. Las preparaciones
se fijaron con glutaraldehido (2.5%), se contrastaron con
diaminobencidina vy se contaron los eritrocitos ingeridos por 100
amibas. Se obtuvieron los promedios de eritrocitos por amiba para
cada tiempo y clona . Clona Xi ( barras claras ) jclona G3
(barras con diagonales). (A) ausencia ;3 (P) presencia de Spg/ml
de CD.
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7.- Efecto citopatico.

Se ha reportado (Orozco,1981), gque los cultivos de células
epiteliales de la linea MDCK son un modelo adecuado para medir en
forma cuantitativa los efectos destructivos de 1las cepas de
E.histolytica. Esto a raiz de gue los cultivos confluentes de las
celulas MDCK forman una capa continua de celulas con
caracteristicas de epitelio cuboidal simple, unidas por contactos
de tipo hermético: la capa epitelial asi constituida muestra
propiedades de permeabilidad y de transporte, semejantes a los
llamados epitelios de transporte. En este trabajo, los ensayos se
llevaron a cabo interaccionando trofozoitos de las clonas X1 y G3
con monocapas de la linea celular antes mencionada en ausencia
(A) vy presencia (P) de CD . En este Ultimo caso los trofozoitos
de las dos clonas en estudio se preincubaron con la droga como se

decribio en la seccidn de Materiales y Metodos.

Como se puede observar en la figura 8, despues de 40 min de
interacciﬁn, la clona X1 (barra clara), destruy& en su totalidad
la monocapa celular, mientras que la clona G3 (barra con
diagonales), mnstrﬂ una disminucion de un 44% en el grado de
destruccidn. Cuando los trofozoitos de las dos clonas se
preincubaron con la droga, el efecto de 1la clona X1 se vig
abatido drasticamente(93% de inhibicion }), mientras que la clona
B3 mostro un efecto similar que en ausencia de CD (38%4 de

. . . , I
inhibicion’.
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FIGURA B

EFECTO CITOPATICO DE LOS TROFOZOITOS DE LAS CLONAS X1 Y G3

DE E.histolytica SOBRE CULTIVOS DE CELULAS EPITELIALES DE LA
LINEA MDCK.

Trofozoitos de las clonas X1 y GBG3 se pusieron en contacto
con monocapas confluentes de células de la linea MDCK en relacidn
1t1 . Las preparaciones se incubaron a 37°C durante 1 hora (para
los ensayos en presencia se preincubaron los trofozoitos en medio
axénico 15min con Spg/ml de CD), se separaron los trofozoitos por
enfriamiento en hielo y se ¥1Jaran con glutaraldeh:do (2.5%); 1a
destruccidn de la monocapa se midid espectrnfutumetrlcamente como
se describid en Materiales y Metodos.
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8.~ Patrones electroforaticos de protei{nas totales de las

clonas X1 y B3 .

i) Electroforesis unidimensional.

La estrategia de conocer el patrdn electroforetico de los
componentes proteficos de los trofozof{tos, puede servir como base
para analizar posteriormente su distribucion en los organelos y
otras estructuras subcelulares, asi como definir su presencia en
fracciones celulares amibianas con actividad biolégica de interes
(por ejemplo tdxica o antigéﬂica), la que pudrfa ser usada tal

5 i e
vez como un criterio taxonomico general.

El interés particular por conocer el patrén electroforético
de las clonas en estudio, también coincide can la anterior, pero
ademas, se hizo con la finalidad de observar la disposicidn de
las proteinas de la clona B3 separadas por su peso molecular y
compararlas con la clona X1 de la cepa silvestre y de esta forma
poder apreciar principalmente en lo posible alguna diferencia en
la proteina actina . La figura 9 senala el patrdﬁ electroforetico

de las pruteinas de los extractos celulares de las dos clonas.

No se encontrd diferencia en 1la banda correspondiente a
actina; sin embargo, se encantré significativamente disminuida
una protefna con PM de 87,000 daltones asi como el incremento de

un péptido de PM de 21,000 daltones.
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FIGURA 9

PATRON ELECTROFORETICO UNIDIMENSIONAL DE PROTEINAS TOTALES
DE LAS CLONAS X1 Y B3 SEPARADAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SLCS.

6&0pg de extractos totales de E.histolytica HMI-IMSS clonas
X1 (carriles 2 y 4) y GI (carril 3), s2 separaron de acuerdo a su
peso molecular. Los geles se tiferon con azul de Coomassie. en el
carril 1 los marcadores de peso molecular que corresponden
a:miosina (cadena H) (200K) ,fosforilasa B (975),5eroalbdminn
bovina (68K) ;ovoalbumina (43K), o-quimotripsinogeno (25K) v
fi—lactoglobulina.



ii) Electroforesis bidimensional .

El criteric que segQuimos para completar el andlisis
electroforetico de la clona mutante G3 con respecto a la clona de
la cepa silvestre X1, fue el obtener extractos proteinicos
totales de ambas clonas y separar las prote{nas de estas por su
punto isoeléctrico . El objetivo principal en esta parte del
trabajo, fue buscar alguna variante isoelectrica en la actina de
la clona G3 con respecto a la de la clona X1 . La figura 10 nos
muestra los geles bidimensionales con los resusltados obtenidos ,
mismos que no revelan en la clona mutante B3 diferencia alguna en

la prut-{na actina.

9.~ Incorporacien de metionina ®sg en las clonas X{ y @3 .

Como una forma de medir la sintesis de prot!fnas de las
clonas X1 y G3 , se compard la incorporacion de metionina-°g en
ambas . La medicién de las c.p.m. se hizo en material TCA
precipitable . Los resultados anteriores no mostraron diferencias
en la incurpuracién de metionina-="S de 1la clona X1 de la cepa
silvestre comparado con la incorpnraciéﬂ en la clona mutante G3

(fig 11).
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FIGURA 10

PATRON ELECTROFORETICO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS TOTALES DE
LAS CLONAS X1 Y G3 SEPARADAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS.

100pg de extractos totales de E. histolytica HMI-IMSS clona
X1 (panel A) y B3 (panel B), se separaron primero por su punto
isoeléctrico (IEF) y posteriormente por su peso molecular (5DS)
como se indica en el capitulo de Métodos. Los geles se tifderon
con azul Coomassie.La flecha indica la actina en la clona G3
(panel B). La figura indica tambien los pesos moleculares
anotados en miles de daltones.
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FIGURA 11

INCORPORACION DE METIONINA-==G DE LAS CLONAS X1 Y G3 .

La incorporacién en macromolécul as de metionina-3°g ge
midio in vivo en las clonas X1 y B3 (cepa HM1-IMSS), preincubadas
en medio axenico sin ciste{na durante 146h e incubadacs-
posteriormente en presencia de 2.4pCi/ml de metionina->®g. Cada
i12h se determino la radioactividad incorporada en material TCA
precipitable. Clona X1 (Q) 3 clona B3 (A).



10,- Analisis slectroforeético unidimensional de los

sxtractos proteiniceos totales marcados con metionina=-v%g en
las clonas X1 y B3 .

Se analizo tambien el patron de protefnas de las clonas X1 y
G3 marcados metabdlicamente con metionina-=5g y de este modo
poder comprcbar si habia diferencias en la sintesis de alguna de

las proteinas y de manera particular en la actina.

La cinética de incurpnraciﬁn con metionina—>%5 se determino
a diferentes tiempos . La fraccion B resultante (como se indica
en Metodos), de cada una de las clonas se corrid en un gel
vertical al 10% de acrilamida-bisacrilamida-SDS, el cual se
sometio al tratamiento de DMSO-PPO para poderlo secar y exponerlo
a una placa de rayos X, con &1 +fin de obtener 1la respectiva

autorradiografia.

La figura 12 muestra la autorradiografia. Los resultados no
mostraron diferencias en la actina como se observa en el patrén
electrofaretico de las prota{nas marcadas con metionina—=%5 en
las clonas X1 y G3 (cepa HM1-IMS8S),sin embargo se confirma la
disminucidn de un peptido de B7,000 daltones asi como el

incremento del péptidu de 21 kd.
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FIGURA 12

PATRON ELECTRUGFORETICO UNIDIMENSIONAL DE PROTEINAS DE LAS
CLONAS X1 Y G3 MARCADAS CON METIONINA-=S5

La figura muestra una fotografia de la autorradiograf{a
obtenida de un gel de poliacrilamida-SDS al 10%Z. Las proteinas
marcadas con metionina-~3 de la fraccion B (como se indica en
Métodos), se separaron de acuerdo a su peso molecular y el gel
obtenido se expusoc a una placa de rayos X como tambieén se indica
en la seccion de Metodcs. Carriles 1 yv 3 , extractos marcados de
la clona Xi. Carril 2 extractos marcados de la clona G3. Los
pesos moleculares &stan anotados en miles de daltones.
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VIII.-DISCUBION DE REBULTADOE

En este trabajo se aislaron mutantes de la cepa HMI-IMSS de
E.histolytica resistentes a citocalasina D y se caracterizo

parcialmente una de ellas (la clona G83).

Para el aislamiento de estas mutantes se empla& un
procedimiento de mutagéneuis con nitrosoguanidina y seleccion de
mutantes defectuosas en fagocitosis similar al descrito para
Dictypstelium discpideum, por M.Clarke en (1978). Esta técnica de
seleccién negativa ha sido utilizada tambien en la obtencidn de
mutantes espontdneas para movilidad en Entamoeba histolytica
{Orozco y col.,1982) y mas recientemente para obtener clonas que

presentan diferencias en adhesidn, fagocitosis y virulencia

(Orozco y col.,1985%).

En nuestro trabajo, como una manera de incrementar la
probabilidad de mutacidn para procesos celulares que dependen de
motilidad, empleamos el mutigenn NTG.

Este es uno de los mas potentes agentes alqguilantes,mutagenc
(y :arcin&hena) usadoc ampliamente en cultivos bacterianos, donde
se ha demostrado que actua en el punto de repli:acién del DNA,
pudiendo originar mutaciones mdltiples (Cerda-01medo Yy

col.,1968).

En células eucariénticas, la nitrosoguanidina ha sido

utilizada en la induccidn de diversos tipos de mutantes de



levaduras,lineas celulares sprotozoarios,etc., (Buichner vy

Veleminsky, 1982).

En la presente tesis, la poblacidn de trofozolitos obtenida
despues del tratamiento con nitrosoguanidina , resultd en una
proporcion mayor de mutantes, de tal manera que despues de la
seleccidn para fagocitosis, encontramos una diferencia marcada en
la capacidad eritrn%agncftica en la poblacidn mutagenizada con
respecto a la cepa silvestre (fig 3). La eritrofagocitosis
disminuida que mostrd esta poblacidn de trofozof{tos, de manera
indirecta nos indicd su deficiencia en procesos de movilidad ,
aunque no podemos descartar otras funciones particularmente a

nivel de membrana.

Una vez que obtuvimos la poblacién heterogénea de mutantes
de fagocitosis, canalizamos el trabajo hacia la seleccién de una
poblacién resistente a una droga que estuviera implicada con la
funcionalidad del citoesqueleto (esto es,cuyo blanco sea una
estructura o una proteina que forme al citoesqueleto). Optamos
por emplear CD , que tiene una accidn bastante nlpe:ffica para

actina.

Se ha demostrado (Yahara vy col.,1982; Schliwa,1982) que la
CD es mas potente que CB y que otras citocalasinas, ocasiona un
praofundo efecto sobre la maquinaria contrdctil de las células
como resultado tanto de una interaccidon directa de la droga con

la actina asi como por una respuesta celular secundaria.
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Cuando inicialmente tratamos con CD los trofozoitos de
E.histolytica provenientes de la seleccidn para fagocitosis, la
respuesta en la cepa silvestre fue evidente y se produjo un
redondeamiento de las celulas y en 24 horas empezaron a lisarse.
El efecto en los trofozoitos mutantes, tuvo una marcada
diferencia con respecto al control, no se redondearon y aunque
mas lento siguieron viviendo. De los 19 pasajes alternados en
ausencia y presencia de CD (Spg/ml), los primeros 10 fueron
alternados cada 48h y posteriormente cada 72h. Posteriormente a

la poblacidn sobreviviente ("B") se le hizo cinética de

crecimiento en ausencia y presencia de CD.

Debido a que es necesario trabajar con poblaciones
homogéneas, la Eubpnblaciﬁh "B" fue clonada en agar semisolido en
ausencia de CD al igual que la cepa parental (HMi-IMSS). La EFC
para la clona mutante G3 fue de 1.73% mientras que la de la clona
X1 de la cepa silvestre fue de 19.334 ; esta marcada diferencia
podria explicarse porque la mutante quiza tenga alteradas algunas

propiedades de superficie.

En el presente trabajo, se hicieron tambien ensayos de
clonacidn de las mutantes en presencia de CD y como ya se seRalo
en la seccidn de resultados, la respuesta fue nula. La baja EFC
de las mutantes resistentes a CD y en particular la mostrada por
la mutante G3, probablemente se debe a que bha sido darada en

algun mecanismo fagocitico Yy quiza pinocitico que no permite
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realizar normalmente la difusidn y/o fagocitosis de particulas o
moléculas. La baja eficiencia en clonacion y otros problemas de
crecimiento que resultan al clonar en agar no se pueden explicar

hasta la fecha.

Al medir el crecimiento de las clonas X1 y B3 en presencia
de CD, la clona X! de la cepa silvestre mostro una evidente
sensibilidad a la droga, despréhdiendose del substrato a las
primeras horas de cultivo y lisandose posteriormente, no asi en
ausencia de la droga donde mantuvoe un crecimeinto normal con un
tiempo de generacidn de 20h. En ausencia de la droga la clona 63
tuvo un tiempo generacional de 22h y en presencia de CD fue de

2%h.

Con los resultados anteriores, qued6 caracterizado el

crecimiento de la mutante B3 a una concentracicén de CD letal para

Como una forma de corroborar si la mutante resistente a CD
mostraba alguna otra capacidad de resistencia, medimos su
crecimiento en presencia de emetina (10Opg/ml)y se encontro que la
clona mutante mostro la misma sensibilidad que 1la clona
silvestre. La decisidn de probar en la mutante su sensibilidad a
la emetina fue con la finalidad de iniciar el estudio de la
resistencia a otras drogas. En el futuro se podra continuar con
la caracterizacion de la resistencia miltiple a otras drogas como

por ejemplo, colchicina, vinblastina, adriamicina, actinomicina D
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» etc., y de esta manera tener en la mutante un modelo que

permita conocer la accion de drogas en el paréﬁitn Entamoeba

Michel y Hohman (1979) y Lopez-Revilla (1982), han reportado
que la citocalasina B reduce la adhesidn en los trofozoitos de
E.histolytica y gque por tanto este fenomeno podria estar
parcialmente mediado por los microfilamentos contrdctiles. La
adhesidén de los trofozoitos a células CHO es inhibida por CB y CD
a 37°C lo que sugiere que la adhesidn de las amibas a las células
involucra receptores que deben ser mantenidos activamente en una
conformacion eficiente (Ravdin Guerrant,1981). Sin embargo, no
hay evidencia concluyente sobre la presencia de filamentos de
actina en el citoplasma que pudieran ser afectados por la CD

(Meza,y col.,1983).

Con los resultados obtenidos en este trabajo respecto a 1la
disminucion en la tasa eritro{agnc{tica de la mutante G3I, tanto
en ausencia como en presencia de Spg/ml de CD se puede pensar que
esta cepa tiene una deficiencia en la adhesion espac{fica a los
glébuloﬁ rojos como producto de la alteracion o que carece de un

receptor de superficie .

8e ha reportado (Trissl,y col.,1977), que la carga eléctrica
de la superficie celular esta relacionada con la virulencia de la
cepa amibiana y es importante para los eventos de adhesion. La

resistencia a CD mostrada por la mutante B3, podria ser
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consecuencia de una alteracidn en los microfilamentos o de un
cambio en la impedancia de 1la membrana o ambos, lo que le
ocasiona una reduccion en la capacidad de destruccidn a otras
celulas. Si analizamas el comportamiento mostrado por la mutante
en los fendmenos de eritrofagocitosis y efecto citopatice,
podemos arguir que la disminucidn en la tasa eritrofagocitica
podria ser debida a un deterioro de las proteinas asociadas al
citoesqueleto de la mutante o bien a las proteinas involucradas
en la #usidn de su membrana. En lo que se refiere al efecto
citopatico disminuido, este comportamiento probablemente es
producto de un incremento en la impedancia de la membrana en la
mutante G63, porque como se sabe este aumento favorece la
disminucidn de la capacidad citopatica de la amiba (Ravdin, y

col.,1985).

Uno de los aspectos mas importantes que cabe mencionar es
que la mutante G3 fue muy sensible a soluciones isotdonicas como
el PBS vy medios salinos en general, probablemente porque la
mutante G3 tenga modificada la carga electrica de la superficie
membranal; tal vez esta sensibilidad al choque osmotico se podria
asociar con la resistencia adquirida a CD. Con respecto a esto
Ultimo, es probable también gque la mutante esté alterada en los
receptores para la CD, no permitiendo la entrada de la droga y
por lo tanto mostrando una resistencia marcada a esta, lo que

entonces fortaleceria el argumento anterior.

Con la finalidad de comprobar si el comportamiento
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manifestado por la mutante resistente a CD era debido a alguna
alteracidn en la actina y/o proteinas asociadas al citocesgueleto,
decidimos buscar dicha alteracion mediante el andlisis uni vy
bidimensional de extractos totales de la amiba. Sin embargo,segin
los resultados obtenidos , no se encontrd cambio alguno en la
actina mediante esta metodologia. No obstante, con estudios mas
extensos por ejemplo analizando la distribucidn de la actina en
la célula,visualizando su polimerizacion en actividades que
requieran movimiento y contacto a la celula blanco, como la
fagocitosis (Bailey y col.,1985), podriamos esclarecer alguna
diferencia. Experimentos realizados en nuestro grupo parecen
indicar que hay una diferencia en la distribucidn de actina de la

cepa mutante en :nmparaciéﬂ con la cepa silvestre.

Se sabe que la citocalasina B, interfiere con la sintesis
macromolecular en ciertas células y en algunos casos de manera
anéinga en proteinas virales, ademds se ha reportado que induce
la reduccidn de la sintesis de proteinas en varias lineas
celulares, sugiriendo que esta inhibicidn parece estar mediada
por la membrana actuando a nivel de la iniciacion de la cadena
polipeptidica (Koch vy Koch,1978). Con el objeto de comprobar si
la mutante G3 habia sido afectada en su sintesis de protefnas, se
midid la incorporacidn en macromoléculas de metionina->°g in vivo
por material TCA precipitable. Segun los resultados cbtenidos, no
se encontraron diferencias en la clona mutante con respecto a la
clona silvestre . Asimismo, al hacer el andlisis electroforético

unidimensional de los extractos protefnicos marcados con
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metionina-*"§ in vivo de las dos clonas en estudio y mediante la
autorradiografia correspondiente verificamos que tampoco hubo
diferencias en la proteina actina, sin embargo mediante esta

metodologia, se pudo confirmar la disminucion e incremento de dos

péptidas (B7kd y 21kd respectivamente).

Los resultados anteriores demuestran que la resistencia
adquirida y manifestada por la clona mutante B3 resistente a CD,
no alteraron su sintesis de prnte{nas y tampoco la de actina. No
obstante al hacer un andlisis electroforético unidimensicnal de
los extractos totales de ambas clonas, se encontrc que la mutante
53 tiene disminuido un peptido con PM de 87 kd, asimismo mostrd
el incremento de otro péptido con PM de 21 kd. Estos resultados
sugieren que la disminucidn e incremento de ambos peptidos en la
mutante, pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la
resistencia a otras drogas o bien puoden e=tar involucradoc en la
disminucidn en el transporte de la droga alterando las

interacciones de la membrana y el citoesqueleto en la amiba.

La adhesidn (Ravdin y Guerrant,1981), fagocitosis (Orozco y
col.,1982), efecto citopdtico (Orozco y col.,1978; Mirelman y
col.,1983), efectn citotdxico (Bos,1979) y la produccién de
abscesos hepdticos producidos en hamsters (Diamond y col.,1974),
son criterios que se han relacionado directamente con 1la
virulencia y patogenicidad de Entamoeba histolytica. La evidente

reduccion mostrada en los importantes procesos (eritrofagocitosis

y efecto citapético ) por la clona mutante G3, asi como la



alteracién en su patrén electrufuréticn como producto de la
ausencia e incremento en dos peptidos, nos proporciona un buen
modelo para el estudio de los fenomenos que involucran la funcion
del citoesqueleto, la capacidad de destruccién celular , su
resistencia a multiples drogas y algunos otros mecanismos

relacionados con la motilidad en este parééito.
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IX.— CONCLUSIONES

En el presente trabajo se aislaron mutantes de Entamoeba

histolytica HMI-IMSS, resistentes a una concentracicn de

Spg/ml (10pM) de citocalasina D.

Se selecciond una mutante (clona G3), gue es de crecimiento
lento pero crece perfectamente bien lo mismo en ausencia que
en presencia de CD, esto en cumparacidﬁ con la clona X1 de la

cepa silvestre.

La clona G3 se caracterizd parcialmente mediante criterios
de virulencia, dicha «clona mostrd disminuidas sus

caracteristicas de eritrofagocitosis y efecto citopitica.

La disminucidn en la virulencia de la clona mutante G3 en

ausencia y presencia de CD, no esta relacionada con una
alteracidn en la actina, sino probablemente a la alteracidn
de alguna prote{na asociada a esta que se encuentre ﬁuizé en

la superficie de la amiba.

5.-El1 crecimiento de la clona mutante G3 en agar semisolido fue

casi nulo en comparacion con el de la clona X1, lo gue
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sugiere gue probablemente la clona G3 tiene alterado a]gﬁn
factor difusible en la membrana, el que puede ser elemental

en los eventos pinoc{ticos y/o fagociticos de la amiba.

El analisis electroforeético uni y bidimensional de los
extractos de células de la mutante B3 no revelo cambios en el
patron de actina, aun marcando las proteinas con
metionina-3%5, sin embargo se encontrd gue esta clona tiene
disminuido un peptido de 87kd e incrementado un péptido de 21

kd.

La reduccion en la capacidad de destruccidn a otras células
manifestada por la mutante G3 resistente a CD, se debe
probablemente a una modificacion en la carga eléctrica de la

superficie membranal de la amiba.



X.—APENDICE

SOLUCION DE ALBEVER ( Garvey y col., 1977 ).

PDERErOSE o » & & & m o= w » w0 2 o ow oW ¥ e d0eog

Citrato de sodio « + &« s = ¢ =« = s s s & « B.0g

ACido CitriCo « « + + « o « 2 o « o « « » 0.55

Cloruro de sodio . . . . . « « =« = « « « - 4.2q

Se ajusta a pH 6.1 y £.b.p. 1000m]l de agua bidestilada.

SOLUCION DE ANTIBIOTICOS 1 (BAL1) (I.Jpaz-ﬂwull, Y
col.,1981).

1.- En un frasco ampula con 1 X 10® unidades de penicilina G
sodica cristalina (LAKESIDE), con una Jjeringa esteril de Sml se
inyectan Sml de aqua tridestilada esteril al frasco para disolver

la penicilina.

2.- La penicilina disuelta se inyecta a un frasco ampula

con un gramo de sulfato de estreptomicina (LAKESIDE) y se agita
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hasta homogeneizar la muestra.
3.- Pasar asépticamente la muestra anterior a una probeta

graduada esteril de 25ml y aforar a 20ml de agua tridestilada

estéril.
4.- Guardar en alicuotas de Sml en tubos estériles con tapon

de rosca (10 X 100 mm) a -20=C. Almacenarlos cubiertos con papel

aluminio (la estreptomicina es sensible a la luz).

BOLUCION DE PARAHIDROXIMERCURIBENZIOATD (p—HMB).

1.- Pesar 0.18165 g de Tris—NaDH vy disolver en Hz0

bidestilada (en un volimen menor a 10ml).

2.- Adicionar 0.3605 g de p-HMB, agitar hasta disolver vy

aforar a 10ml.

3.— La solucidn se reparte en alicuotas de iml en tubos

eppendorf y se almacena a —-20<C.

- & .
4.- La solucion se descongela y usa en cada ocasion (nunca

congelar y descongelar varias veces).



SOLUCION SALINA 0.15M ( 88 ) .

9 gramos de NaCl se disuelven en agua bidestilada, se ajusta
el pH 7.4 con NaOH 0.1 N , aﬁadiéﬂdose gota a gota y se afora la
solucidn a 1000 ml; se distibuye en botellas para dilucion de
borosilicato con tapon de rosca (CORNING), en muestras al{cuotas
de 100ml. Se esterilizan a 20lbs/pulg-® por 20 min , se aprietan

los tapones y se almacena a temperatura ambiente.

MEDIO AN+Thy.

Caldo nutritivo . « « « v s s =« = » s « =« = =« = +4.0 g
AQAr + « o« s = » 5 3 s 5 a = s » o & s u = s a s 72D g
Agua destilada . . « + & = = &+ = » » = = =2 & » « SOOmMl

Esterilizar a 15 1bs pulg-® por 15 min., agregar la
concentracion deseada de timina por filtracidn ( membrana de
0.45pm), previamente disuelta en agua vy repartir en cajas de

petri.

MEDIO MINIMO CON GLUCOSBA (Bmin).

Davisa N & o =« o o s 2 s 2 8 2 & s & & 5 « = SOml



Agua destilada . . . . . . . . - . - - . . 400ml

Agar (en SU CASO) . + « = =« =« = = &« « » » « 7.99

Esterilizar en autoclave (20 1lbs/pulg-* por 15 min )},
agregar SOml de glucosa al 4%.

En el caso de Gmin+Thy, se agrega por filtracidn (membrana
de 0.45pm), la concentracion deseada de timina previamente

disuelta en agua.

MEDIO DE MANTENIMIENTD (B.D.).

Medio basal.

Tris-HCl . ¢« o o o« o o & a 2 » » = & = & » = 6059
NaCl o o = & o o % % = &« = @ w @ n v = » o La#bQ
Kl 5 o & = = 3w m % & &« = & & & » = « & « 0.89
MoBLl= o % % & o @@ @ @ 5 s @ w =9 & « Da7bp

Calls o w o v & w & % @ & & @ % @ = = = & Ou22l99

El Tris HCl se disuelve en 400ml de agua tridestilada, se
ajusta a pH 7.0 y se agregan los demas componentes, la solucion
se afora a S00ml ; se esteriliza en autoclave a 15 lbs pulg-= por
15 min.,; y se almacena en re#rigeraciéﬁ.

Medio G.D. completo.

Para 200ml :



Solucidn de vitaminas . . . . « « + « + » . . 2ml
Albdmina serica bovina . . . . « . . . . . . 0.075Sg
L-cistefna HCl . « « « =« + & 4 « o &« s =« = » 0.17966g

Ac. L-ascOrbico + « « « &+ 4 2 & 4 + = « » . . 0.35226g

La cisteina y el acido ascdrbico se disuelven en SO0ml

de

agua bidestilada, se ajusta a pH 7.0, se afade la albdmina

disuelta en 10 ml de agua y las vitaminas. En condiciones

esteriles se agrega esta mezcla por filtracién (membrana

de

0.45pm), en i100ml de medio basal G.D. y se afora a 200ml con H=D

bidestilada estéril; el pH final de la solucion es 6.9.

MEDIO RTCO NZX (NIcase!'-

DAVIS N 10X & 2 2 + « a2 « = « 2 & s = « = =« » 100ml
Extracto de levadura . . . . . . . . . . . . 29
Concentrado proteico (NZ) . . . « &+ « = « =« « 29
Casaminoacidos . . .« + « « &« = & = = =« = = =« 28
Agar (en Su Cas0) . « « « « = = = =« =« =« « = = 159

BlucosR = « & “ % Wi % » W m w & & 5 & & & = 4g

Se disuelven los componentes en agua bidestilada, la mezcla

se afora a 1000ml y se esteriliza a 15 lbs pulg-= por 15min .

’
mas de esta presion y tiempo, porque se carameliza la glucosa.

No
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BUFFER DE MUEBTRA 2X

Teke~OH & w5 o @ @ w09 % & @ v a & & & Leotg

B o ws s s s 8 emewmy 4 § ¢ Dablg

Glicerol . . «. & « &« & 2 o « s « s = s » = « « 25.0g

Pironing s « o« = & o % & ¢ & & % & & o & @ = 0.002g

Se mezclan y disuelven los componentes en B80ml de agua

tridestilada, se ajusta a pH 6.8 con HCl concentrado y se afora

la solucion a 100ml. Se guarda a temperatura ambiente.

DAVIS N

KHzPOs . 2 o ¢ 4 o a2 ¢ s & » 5 = & 2 & 3.09

KeHPOs ¢ & & s & = % o & o @ & & & & @« @ 7.0g

MOS04.7H20 . & & v o & 4 = & = =« o & & » O.1g

NHE) 28008 ¢ o w o s & o % & % & 5 & % & 3a00

Se mezclan y disuelven los componentes con agua bidestilada,

la solucion se afora a 1000ml y se almacena a temperatura



ambiente . Se puede preparar tambien a una concentracion 10X.

PBS8pPH 7.0

NACL & 5 5 = o o 4 G % B W W N WO 8 DRt e B8.0g
L | e B R R e i T 0.2g
NBzHPDA e & % & =8 = ® & & ®=w = ®w & = &= ®» = 1. 150

KH2P04 a » = a = ® = ® ® % % = @& ® & @ & = 0. 20
Se mezclan y disuelven los componentes con agua bidestilada,
se ajusta el pH de la solucidn y se afora a 1000ml. Se distribuye

en botellas en alfcuotas de 100ml; se tapan y se esterilizan en

autoclave a 20 lbs pulg-* por 15 min., se aprietan los tapones y

se almacenan a temperatura ambiente.

P B8 pH 7.4

MaEBL o 5 o v 5 & & % & % % o & ‘% % & % & & & 8 6. sg

KZHPGQ - = - - - - - - - - - - - - . - - - 2-Bq

KRAPDs & 5 % & & 4 @ @ & & % = /& @ o o & & 0.5g
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Se mezclan y disuelven los componentes con agua bidestilada,
se ajusta el pH a 7.4-7.5 con NaOH i1ON (se aRade gota a gota), se
afora a 1000ml. Se distribuye en botellas en alicuotas de 100ml.
Se tapan y se esterilizan en autoclave a 20 lbs pulg-=, se

aprietan los tapones y se almacenan a temperatura ambiente.
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