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RESUMEN

Entamoeba histolytica es la especie del género Entamoeba que

me jor se conoce. Es uno de los protozearios que con mayor frecuencia
parasitan al humano, en el que causan la amibiasis. Se encuentra
ampliamente difundida en todas las 4reas del mundo, aunque es mas
prevalente en regicnes calidas. En México la amibiasis es un grave
problema de salud plblica y ocupa el cuarto lugar como causa de

muerte.,

La adhesiéon de los trofozoitos de E. histolytica a células
animales es el evento inicial de la citélisis por contacto y la
fagocitosis vy determinante de la colonizacién del intestino por
las amibas; su estudio se ha llevado a cabo mediante diversos enfoques

experimentales.

Los estudios microscdpicos han revelado el contacto de los
trofozoitos con las células epiteliales de la mucosa intestinal
y sugerido que la invasién intestinal por las amibas puede efectuarse
a través del epitelio interglandular o a través de las glandulas
colénicas. Las investigaciones para caracterizar la adhesi6n amibiana
han constituido una etapa de suma importancia en la comprensidn
v estudio wulterior de la adhesién, porque han permitido conocer
los mecanismos celulares generales y han revelado algunos factores
necesarios pa=ra la expresiéon y eficiencia 6ptimas de la adhesién.
La adhesiéon de los trofozoitos de E. histolytica ademids parece
depender de moléculas especificas de la superficie celular. Por
otra parte, a partir de observaciones experimentales, se ha desarrollado

un modelo matematico de la adhesién amibiana.

El presente trabajo, constituye una extensién de la caracterizacidn
de la adhesién de los trofozoitos de E, histolytica a glébulos

rojos (fR) humanos iniciada en el laboratorio por Cano-Mancera
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(1981); ha tenido como finalidad contribuir al conocimiento de
las bases fisicoquimicas y moleculares de la adhesion de E. histolytica
a células animales, para tratar de definir el papel de la adhesidn
en la virulencia amibiana. Para ello, dividimos al trabajo en las
siguientes etapas: 1) el desarrollo de condiciones de velocidad
de adhesibén submixima en el sistema y la cuantificacién de la velocidad
inicial (VO). 2) el estu;iio de la velocidad de adhesién de GR sucesivos
a los complejos amiba-GR y 3) el estudio del efecto de carbohidratos

sobre la adhesién.

Desarrollamos condiciones de velocidad submdxima para el sistema
de ensayo de la adhesién de trofozoitos de E. histolytica a glbbulos
rojos humanos en suspensién, que lo hicieron muy sensible, preciso
v reproducible. Con estas condiciones, encontramos que existen
dos grupos de cepas amibianas que se diferencian claramente en
cuanto a su Vg, cinética de adhesién, el nGmero de GR que pueden
adherir, y su adhesién a GR humanos de diferente grupo sanguineo.
De esta manera encontramos que la ‘-’0 de las cepas estudiadas fuf:
proporcional a la concentracién de GR en el rango de 1 a 60 X 10
GR/ml, con 104 amibas/ml; la cinética de adhesién fué proporcional

al tiempo de incubacibén (15 min) con l()a amibas/ml y 5 GR/amiba.

Para definir si en la adhesién amibiana participaban componentes
de la superficie que mediaran el reconocimineto a través de residuos
de carbohidratos, estudiamos el efecto de catorce monosacaridos
o disacdridos que contenian galactosa (Gal), manosa (Man) o glucosa
(Glc) y sus andlogos. La frecuencia y potencia de inhibicién de
la adhesiéon fué mayor por los carbohidratos del grupo GAL, intermedia
por los del grupo MAN y menor por los del grupo GLC; en general
el inhibidor més potente fué GalNAc, que para la cepa HK-9 tuvo
una dosis inhibitoria media de 1.3 X 106 M.

Encontramos que existen patrones especificos de cepa amibiana

en la inhibicién de la adhesién por carbohidratos.

De los resultados obtenidos en este trabajo, llegamos a las

siguientes conclusiones: 1) la Vﬂ. la cinética de adhesiéon, el
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nimero de GR adheridos y la adhesion a GR de diferente grupo sanguineo
son parametros de adhesién especificos de cepa amibiana, 2) existen
dos grupos de cepas amibianas de acuerdo con los parametros antes
mencionados: HK-9 y HM-3 (mis rapidas y comparables entre ellas)
y HM-1, HM-2 v HM-38 (mds lentas y diferentes entre ellas), 3)
no parece haber correlacién directa de los pardmetros de adhesion
estudiados con la virulencia reportada de las cepas amibianas,
4) la especificidad de la adhesién amibiana parece estar determinada
por componentes de la superficie celular inhibibles por carbohidratos
especificos, 5) existen al menos tres residuos de carbohidratos
que participan en la adhesién amibiana: Gal, Man y Glec, 6) existen
patrones de inhibicién de la adhesién por carbohidratos, especificos
de cepa amibiana y 7) la participacion de residuos de Man constituye
un hallazgo nuevo para la adhesiéon de E. histolytica a células

animales.
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1. INTRODUCCION

A. Comunicacidn, reconocimiento y adhesién intercelular

Desde hace algunos afios el entendimiento de la adhesién intercelular
y de coémo la membrana celular transmite este reconocimiento a la
célula, constituyen dos de los aspectos de mayor interés para la

biologia celular,
Comunicacién y reconocimiento intercelular

La comunicacién bioldgica se presenta en todos los niveles
y se lleva a cabo mediante la transmisién y recepcién de senales
que generalmente son de tipo quimico y permiten la comunicacién
tanto intraespecifica como interespecifica. La comunicacién intercelular
es en gran medida un fenémeno de superficie celular que depende
de la existencia de elementos cognoscitivos asociados a la membrana,
los receptores. La superficie membranal detecta sefales ambientales
que inducen, regulan o modifican la actividad celular (cf. Greaves,
1975). En algunos casos los contactos intercelulares son por si

mismos un evento regulatorio importante (Frazier y Glaser, 1979),

La mayoria de las respuestas fisiolégicas requieren sensibilidad,
selectividad, velocidad y reversibilidad. De esto se deduce que
la unién entre lipandos y receptores no es covalente pero si de
gran afinidad, requerimiento fundamental que sélo puede ser satisfecho
por la complementariedad configuracional de estas estructuras,

es decir, estereoespecificidad (cf. Greaves, 1975).

La unidén selectiva de ligandos estd determinada por tres propiedades

tanto del receptor como del ligande: geometria molecular, posicién
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de los grupos reactivos y flexibilidad configuracional. Las uniones
quimicas dJe estas interacciones son fuerzas electrbnicas de van
der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones coulémbicas o ibnicas.
Dichas uniones no garantizan un alto nivel de especificidad por
si mismas; sin embargo, como su potencia aumenta al disminuir la
distancia entre los grupos que interaccionan, entran en juego sblo
cuando existen complementariedad suficiente para evitar las fuerzas
repulsivas de los reactantes y orientacién adecuada de los grupos
reactivos. La suma de las fuerzas cohesivas no especificas es
responsable de 1la unién reversible receptor-ligando y determina
la fuerza de la unibn; la configuracién estérica es el factor decisivo
en la especificidad. Otro facter importante en la funcionalidad
del receptor es la flexibilidad necesaria para la formacién de
interacciones de alta afinidad; por lo tanto, la unidén puede inducir
cambios en el receptor, en el ligando o en ambos (cf. Greaves,

1985).
Adhesibén intercelular

El fendmeno de la adhesidén intercelular es diverso y fundamental
en los seres vivos y tiene implicaciones en las uniones sexuales,
el desarrollo de contactos especializados en la embriogénesis vy
la histogénesis, la interaccién de las células con hormonas, el
reconocimiento en el sistema inmune, la invasidén por células neoplasicas
v la interaccién de células con microorganismos patbgenos. Estos
fenomenos dependen de receptores presentes en la membrana celular
v cada célula funcionalmente diferenciada o especializada tiene

su espectro particular de receptores (Greaves, 1975).

Cualquier modelo que postule que. la adhesién intercelular
depende de receptores especificos, implica que al menos una de
las moléculas que interaccionan es wuna proteina o glucoproteina
(Frazier y Glaser, 1979). Estas son las (nicas moléculas que tienen
la versatilidad configuracional requerida para las interacciones
especificas. Los receptores pueden ser moléculas bifuncionales
con uno o mis sitios de unidn, y con sitios adicionales que pueden
comunicar el evente de unién a la maquinaria celular (Greaves,
1975).



1. Papel de la membrana plasmatica en la adhesibn

El entendimiento de las interacciones ligando-receptor, depende
del conocimiento de la estructura basica de la membrana plasmatica.
El modelo del mosaico fuido de la membrana plasmitica incluye dos
conceptos principales: 1) 1las proteinas y glucoproteinas estan
insertadas asimétricamente en la bicapa lipidica y 2) los lipidos
forman la matriz de la membrana y un medio viscoso que permite
la movilidad lateral o difusién de las moléculas proteinicas, que
asi pueden actuar en sitios relativamente distantes, La fluidez
de la membrana plasmdtica parece esencial para las interacciones
entre las estructuras proteinicas, como un paso obligade para su
funcién. Las proteinas pueden tener una distribucidn desordenada
o formar agregados en la membrana y pueden ademds sufrir movilizacidn
lateral (cf. Greaves, 1975).

La redistribucién de las moléculas superficiales puede llevarse
a cabo por difusién lateral pasiva altamente dependiente de la
temperatura, pero independiente ‘de ATP y de la sintesis de proteinas.
La unién de ligandos multivalentes a sitios de unidén o estructuras
receptoras en la superficie celular puede inducir redistribucién
de estas moléculas en miltiples agregados de tamano progresivamente

mayor, que bajo condiciones apropiadas pueden llegar a formar un

" "

agregado fnico o "cap" en un polo de la célula. El "capping" es
un proceso activo dependiente del metabolismo celular y probablemente
regulado por estructuras contrictiles citoplasmicas (cf. Greaves,

1975).

2. Especificidad y selectividad

Dentro de los fenbmenos biolbgicos, se consideran "especificos"
a aquellos en los cuales existe una exclusividad absoluta, . como
los siguientes: la absorcidén por ciertos compuestos de ciertas
longitudes de onda de luz, la reaccidén entre enzimas y sus sustratos,
la unién entre un 6évulo y un espermatozoide, la accién de una hormona

en su oérgano blanco, el efecto de los genes sobre los caracteres



del desarrollo, la asociacién entre un pardsito y su huésped, la
respuesta adecuada del sistema inmune a un estimulo antigénico,
y los factores de reconocimiento y evaluacién que caracterizan

nuestras funciones mentales (cf. Greaves, 1975).

La "adhesién especifica" se refiere a aquella situacién en
donde una célula dada puede adherirse a células de su prepio tipo,
pero no a células de tipo diferente o a otras superficies. Por
definicidén, una situacién que no muestre este grado de exclusividad,
muestra ''no especificidad o selectividad". La "adhesién selectiva"
describe entonces situaciones en donde una célula dada se puede
adherir a células de su propio tipo, de tipo diferente y a otras
superficies, pero en donde ademis, las células de tipo similar
tienden a coagregarse. Asi, la selectividad permite una situacidn
en donde existe eleccidn y un arreglo puede ser preferido a otro.
La especificidad sélo permite configuraciones que involucran un
solo tipo celular., La no especificidad de la adhesion celular ha
sido incluida en el concepto del "potencial adhesive" de un tipo
celular, que se define como el rango completo de otros tipos de
células y sustratos a los cuales las células de un tipo se pueden
adherir (Garrod y Nicol, 1981).

En el caso de la adhesién intercelular, principalmente la
de las células embrionarias y de los tejidos, la adhesién no especifica

parece ser la norma.

El comportamiento adhesivo de las células ha sido estudiado
en esponjas, embriones de erizo de mar, hongos mucilaginosos celulares
y especialmente en células embrionarias de vertebrados (cf. Frazier
y Glaser, 1979; cf, Garrod y Nicol, 1981).

3. Participacién en fendmenos biolégicos
Como ya se ha mencionado, la adhesién intercelular es un

fenémeno diverse y Ffundamental en los seres vivos. A continuacién

se describen cuatro ejemplos para dar una idea de su importancia.



a, Fertilizacién y uniones sexuales. La fertilizacién es uno de

los ejemplos méds fdcilmente demostrables de interaccién especifica
(Frazier y Glaser, 1979; Monroy y Rosati, 1979), La fusién celular

en la levadura Hansenula wingeie es uno de los sistemas de reconocimien-

to sexual mejor estudiados; la observacién crucial en este sistema
fué la demostracidén de una interaccién complementaria que dié lugar
a la formacién de un complejo en” solucidén, Los gametos competentes

de Paramecium y Chlamydomonas forman pares estables a través de

cilios o flagelos, respectivamente. En bacterias los pili sexuales
juegan un papel importante en el apareamiento y es posible que
a través de ellos se transporte el DNA de las bacterias masculinas

a las femeninas (cf. Graves, 1975).

b, Embriogénesis e histogénesis. Es probable que la embriogénesis

involucre interacciones de la superficie celular, tanto selectivas
como invariantes. Estas mlltiples reacciones requieren mecanismos
moleculares con grados variables de especificidad.

El reconocimiento en la embriogénesis debe estar influido
por los siguientes factores: 1) movimientos morfogenéticos y migraciones
celulares, 2) difrenciacidén de las células en términos de una restric-
cion genética secuencial de sus potencialidades, 3) fenbmenos de
induccién, 4) histogénesis u organogénesis y 5) acoplamiento y
regulacion funcional. Algunas interacciones celulares en la embrio-
génesis probablemente ocurren a través de estructuras de superficie
que son verdaderos receptores en el sentido de que interaccionan
con, 0 se unen a un ligando y pueden iniciar una respuesta celular
(Greaves, 1975).

Se ha demostrado que células disociadas de tejido embrionario
se reasocian esponténeamente para formar estructuras similares
al tejido de origen; si bien la reconstruccién del tejido no es
idéntica a la histogénesis in vivo, los mecanismos responsables
son similares y el entendimiento del procese de agregacidén parece
fundamental para entender el desarrollo de los tejidos (Umbreit
y Roseman, 1975). )

En animales multicelulares, la adhesién celular es un proceso

fundamental para establecer la arquitectura de tejidos y Organos.



Se cree que la anormalidad en las propiedades adhesivas de las
células es causa de alteraciones importantes, como metdstasis cancerosas

y malformaciones ontogenéticas (Aoyama et al., 1980).

¢. Sistema inmune. Este sistema implica la maxima sofisticacion
en cuanto a especificidad, diversidad y memoria. Muchas estructuras
diferentes intervienen en el reconocimiento, pero el sitio de unidn
de los antigenos es la estructura clave para la especificidad de
las respuestas inmunes. Las moléculas que reconocen a los antigenos
son las inmunoglobulinas, secretadas a la sangre y al liquide
intercelular por linfocitos B. ;

Los 1linfocites B tienen sitios de unidén para complejos
antigeno-anticuerpo aislados y unidos a complemento. Las células
T tienen estructuras de superficie para la interacciéon con otras

células T, células B y macréfagos (cf. Greaves, 1975).

d. Microorganismos patégenos. La infecciéon de las bacterias por

bacteriéfagos v de células animales por virus y otros microorganismos
patégenos y parasitos, son otros ejemplos de interaccién. En la
mayoria de los casos el reconocimiento parece involucrar a moléculas

especificas de la superficie celular como sé describira adelante,

B. Métodos para el estudio de la adhesién intercelular

Para el estudio de la adhesién intercelular se han utilizado
ensayos muy variados; en general con algunos se obtienen mediciones
cuantitativas de la adhesividad celular y con otros se tiene informacién
cuantitativa acerca de diferencias cualitativas. El término "medicién"
se usa cuando se determina cuantitativamente la fuerza de la adhesién
celular, es decir, la contribucién total de los mecanismos adhesivos

involucrados (Garrod y Nicel, 1981).

Los ensayos de adhesién se pueden agrupar de acuerdo al método
en tres categorias: 1) ruptura de adhesiones, 2) formacién de adhesiones
y ensayos de agregacion y 3) mediciéon de adhesiones existentes

en el equilibrio.



Ruptura de adhesiones

Este método permite medir la fuerza necesaria para obtener
la separacién de las células, ya sea de alglin sustrato o de otras
células, por medio de una fuerza generada en el medio de incubacién
(Garrod y Nicol, 1981).

Formacién de adhesiones y ensayos de agregacidn

El método mas comin para estudiar la adhesidén celular consiste
en seguir la agregacién de las células en suspensién, la cudl es
facil de cuantificar y proporcicna una comparacién 1til de las
propiedades celulares adhesivas, Los ensayos son los siguientes
(cf. Frazier y Glaser, 1979):

1) Desaparicién de células individuales en agregados. Usado para
medir la especificidad de agentes bloqueadores o promotores de

la adhesién, como lectinas, anticuerpos y membranas.

2) Unién de células individuales o pequefios agregados a células
inmovilizadas o agregados grandes. Util para parémetros mecanicos.

3) Formacidén de agregados mixtos o segregados a partir de células
marcadas diferencialmente. Requiere la separacién manual de agregados
individuales.

4) Unién de membranas plasmiticac a las células. Se cuantifica
facilmente con membranas marcadas; sin embargo, pueden no retenerse
los componentes adhesivos de la superficie original o éstos pueden

estar alterados.

5) Medicién del tamano de agregados después de una incubacién prolongada
in vitro. Util para estudiar procesos complejos de diferenciacibn
y sobrevida, aunque puede no reflejar la adhesividad celular, sino

los efectos de hormonas y nutrientes sobre las células.

La forma mads popular de llevar a cabo los ensayos de agregacidn

es la mediada por rotacién o giro. En cuanto a la forma de medir



la agregacibén, la mis simple es por inspecci6n visual de la suspensiédn,
sin conteo, aunque el método mis directo es el conteo visual de
la disminucién de células individuales en un hematimetro. La cuantifi-
cacién visual directa tiene el mérito de que da informacién acerca
de 1la integridad de las células; sin embarge, es tediosa por lo

que se han adoptado técnicas de conteo mas rapido.

La adhesividad total no puede ser medida por experimentos
de agregacion, porque: 1) se forman diferentes tipos de uniones
a diferentes velocidades después de que las células han establecido
contacto, y 2) una vez que la formacién de un tipo particular de
unién ha empezado, continfla progresivamente. La mayoria de los
estudios de agregacién sd6lo relacionan los eventos iniciales de
la adhesién celular; ésta debe involucrar la interaccién de uno
o mis tipos de receptores y de uno o mis tipos de mecanismos completa-
mente independientes, La formacién de la unidén debe proseguir entonces
por un secuestro de receptores similares, agrupamientc de los mismos
y movimiento lateral de estos dentro de la bicapa fluida. Por 1lo
tanto, los experimentos de agregacibén deben servir como un medio
para estudiar la funcién de los receptores involucrados en la adhesién
inicial. Estos pueden ser o no los mismos receptores que estén
involucrados en 1la adhesién tardia (cf. Frazier y Glaser, 1979;
cf. Garrod y Nicol, 1981).

Medicién de adhesiones existentes en el equilibrio

Este tipo de medicién es una variacién de la técnica para
la medicién de la tensién superficial. Se ha utilizado con tejidos
de embriones de pollo, se forman agregados o fragmentos de tejido
de un tamafo definido al equilibrio, bajo una fuerza centrifuga;
el incremento en el 4rea superficial de los agregados es medido
y usado para computar la energia libre interfacial especifica de

los agregados, lo cual da una medida de la adhesividad celular.

Este método no es {til para investigar las bases moleculares
de la adhesién celular, peroc es de gran utilidad para estudiar

el comportamiento celular en la morfogénesis (Garrod y Nicol, 1981).



C. Mecanismos de adhesién célula-célula

A continuacibén se describen algunos de los factores moleculares
que han sido identificados e involucrades en la adhesibén intercelular
(cf. Frazier y Glaser, 1979; cf. Garrod y Nicol, 1981).

Uniones intercelulares

La estructura de las uniones celulares de diferentes tipos
de vertebrados es muy constante. Se acepta que las interacciones
son completamente especificas para el tipo celular, lo que puede
explicar la no especificidad de la adhesidn celular.

El modelo méas reciente para la estructura de las unicnes
comunicantes sugiere que hay proteinas con pesos moleculares (PM)
de 25,000 a 30,000, arregladas en hexdmeros que constituyen las
subunidades estructurales de la unibén, conocidas como conexones.
Los desmosomas contienen 75% de proteina separable en mds de 20
polipéptidos PAS positivos con PM de 130,000 a 140,000. La naturaleza

de estos desmosomas varia entre diferentes tipos de células epiteliales.
Fertilizacién

En Saccharomyces cerevisiae, las interacciones celulares pueden

ser facilitadas por la liberacién de factores semejantes a hormonas.
Las levaduras del tipo @ liberan un polipéptido de PM de 1,000
a 2,000 que inhibe el ciclo celular en el tipo complementario,
a; esta inhibicién del ciclo facilita el apareamiento. En la superficie
de células no fertilizadas del erizo de mar existen glucoproteinas
que reconocen una lectina del espermatozoide activado llamada bindina.

Esponjas

De células de Microciona prolifera, M. patherna y Haliclona

acculata se ha aislado un factor de agregacién (AF), que promueve
la agregacién de células disociadas de la misma especie. Contiene
cantidades aproximadamente iguales de proteina y carbohidrato vy

parece tener un PM de 20,000,000; su actividad es destruida por
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glucoronidasa y es inhibida por acido glucorénico. Los receptores
son proteinas con PM entre 45,000 y 60,000 (Frazier y Glaser, 1979).

El sitema de cohesién de Geodia cydonium es mas complicado:
a) existe un AF con PM de 23,000; b) un receptor que estd
predominantemente formado por carbohidratos, con PM de 15,000 vy
cuya actividad es destruida por B-glucoronidasa asociada a la
membrana y restaurada por una glucoroniltransferasa; «c¢) existe
una glucoproteina con PM de 180,000 que inhibe al AF 1llamada receptor
de anti-agregacién; d) finalmente, existe una lectina especifica
por galactosa, que inhibe al receptor de anti-agregacidén (Frazier
y Glaser, 1979).

Hongos mucilaginosos celulares
El estudio de los mecanismos adhesivos de estos hongos esta

mas avanzado que en ningln otro grupo de organismos (Frazier vy
Glaser, 1979).

1. Dictyostelium discoideum contiene mecanismos de agregacién

miltiples: a) sitios de contacto A, que aparecen en el momento
de la agregacién quimiotdctica y son responsables de la cohesidn
término-terminal de las células; son glucoproteinas que unen concana-
valina A, tienen un PM de 80,000 a 90,000 y hay 3 X 105 por célula,
Absorben 1la actividad inhibitoria de la adhesién por fragmentos
Fab; b) sitios de contacto B, que estdn presentes en la célula
vegetativa, persiten durante la agregacién y estadn involucrados
en la cohesién latero-lateral; c) GPlSO’ una glucoproteina de 150,000
de PM que une concanavalina A. Los fragmentos Fab anti—GPlSO inhiben
la adhesion celular; d) una glucoproteina con PM de 95,000 aparece
después del estadio de agregacién; absorbe la actividad inhibitoria
de 1la adhesién por fragmentos Fab producidos contra la membrana
plasmitica; e) discoidina I es una lectina con cuatro subunidades
con PM de 26,000; f) discoidina II, es también una leetina con
PM de 24,000. Tanto la discoidina I como la discoidina 1I aglutina
eritrocitos de carnero y este efecto es inhibido por carbohidratos

de la configuracién D-galactosa; g) una glucoproteina que une concana-
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valina A y cuyo PM no se conoce aln; inhibe completamente la adhesién
de células de la fase vegetativa; h) un factor de PM muy bajo (1,000)
que tiene la misma funcién que la glucoproteina anterior; e i)
un factor inhibidor de la agrepacién (AIF) que tiene un PM de 1,000
a 1,300 y que inhibe la formacidén de contactos durante la agregacién

quimiotactica.

2. Polysphondylium pallidum posee varias lectinas 1lamadas

palidinas. Se han estudiado tres y la principal tieme un PM nativo
promedio de 250,000 con subunidades de 25,000; es inhihida por

galactosa.

3. Dictyostelium mucoroides produce una lectina principal,
la mucoroidina I con PM de 24,000 a 26,000.

La adhesibén intercelular es mas complicada de lo que generalmente
se supone, ya que cualquier tipo celular dado posee diferentes
mecanismos de adhesibén. Las glucoproteinas parecen ser los receptores
mds comunes, sin embargo, la adhesién celular no puede ser explicada
en términos de un solo mecanismo, como un factor de agregacion,
una molécula de adhesién celular, una cognina, una interaccion

ligando-receptor o una glucosiltransferasa (Garrod y Nicol, 1981).

D. Carbohidratos mds comunes en la superficie de células de mamifero

Como se ha descrito anteriormente, si la adhesi6én intercelular
depende de receptores especificos, al menos una de las moléculas
que interaccionan en este reconocimiento es una proteina o glucoproteina
(Frazier y Glaser, 1979) y como se describird posteriormente, en
general los receptores en la superficie de la célula huésped para
los microorganismos patfgenos, contienen carbohidratos. En la Tabla
1 se muestran algunas de las unidades de disacaridos mas comunes
que se han aislado de la superficie de células de mamiferos. La
‘mayoria de los carbohidratos de estos disacAridos son de la: serie
D-, e intervienen en muchos de los mecanismos conocidos de adhesién

intercelular y de adhesién de microorganismos patdgenos. Como se
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TABLA 1. Unidades de disacdrido aisladas de carbohidratos

complejos de mamiferos (Fasman,

1975).

Disacarido

Origen

Gal( a,1-3)Gal

Gal(®,1-+4)Cal
Gal( g,1+3)GalNAc

Gal( B,173)GlcNAc
Gal( B,1+4)G1lcNAc

GalNAc(@®,1*3)Gal

GalNAc(B,1+4)Gal
GlcNAc( B,1+2)Man
GlcNAc(B,1+3)Gal
GlcNAc( B,1*4)Gal
GlcNAc( B,1-+6)Gal
GleNAc(B,1+6)GalNAC
Fuc(a,1+2)Gal
Fue(a,1*3)GlcNAc

Fuc(a,1+4)GlcNAc
Man( @, 13 )Man

NeuNAc/NeuNGly (o, 2+3)GCal

NeuNAc/NeuNGly(a,2+8)NeuNAc

Trihexosilceramida de rata;
Pentaglicosilceramida del
eritrocito de conejo; GS B.

Digalactosilceramida humana;

Trihexosilceramida humana.

Gyypé Cpya-

Le?.

Varios GS.

GS A; Le?;
Pentaglicosilceramida del
conejo.

Varios ganglibsidos.

Glucoproteina MN del
eritrocito.

Varios GS; Gy, hepatico.

G del bazo de bovino.

6s H: La%,

a

Le™.

GS A, B y H; Le® tipos 1 y 2.

a

Le®, Leb tipo 2.

Le?; Leb tipo 1.
GMl hepético.

Cm1% Symai Oyge

Gp1ni Gp2i Gp3i Cpyai Cppyp,

Abreviaturas: Fuc (L-fucosa); G (ganglidsido); Gal
(galactosa); GalNAc (N-acetil-galactosamina); GlcNAc
(N-acetil-glucosamina); GS (grupo sanguineo); Le
(antigeno Lewis); Man (manosa); NeuNAc (Acido N-acetil-
neuraminico); NeuNGly (&cido N-glicolil-neuraminico).
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puede ver el origen de estos carbohidratos es una glucoproteina

o un glucolipido.

E. Adhesién de microorganismos patdgenos

La virulencia de los microorganismos se define como su capacidad
relativa para evadir las defensas del huésped y producir enfermedad;
es el resultado de la interaccién de muchas variables, tanto del
germen patdégeno como del huésped. Entre las wvariables comunes a
muchos microorganismos en la produccion de enfermadad se encuentran:
la adhesién, la proliferacién 1local, la colonizacién, el dafio del
tejido, la dinvasién y 1la diseminacién; entre las variables del
huésped para evitar la infeccién se encuentran las defensas genéticas

y las inmune especificas y no epecificas (Sparling, 1983).

Mediante la adhesién los gérmenes pueden establecerse, mantenerse
y reproducirse en los tejidos y tienen la posibilidad de invadirlos
y de resistir las defensas normales del huésped (Costerton et al.,
1978; Lindley, 1980)., Muchos estudios de interaccidén entre bacterias
y células animales muestran que la adhesién resulta de la asociacién
entre moléculas especificas de la superficie de las bacterias
-las adhesinas- y los receptores correspondintes en las células
del huésped. A las bacterias que tienen este mecanismo de adhesién
se les denomina "patdgenos adherentes" (Cheney et al., 1979), grupo
que incluye a los que se adhieren a la mucosa intestinal, al aparato
genitourinario, al aparato respiratorio, a las valvulas cardiacas,
a la mucosa oral y a los dientes. Una propiedad de estas especies
bacterianas es la de aglutinar glébulos rojos (GR) de varias especies
mediante sus adhesinas (Banai et al., 1978; Evans et al., 1977;
Feldner et al., 1979).

Se han identificado muchas adhesinas bacterianas; los receptdres
de estas adhesinas se encuentran en la superficie de 1los o4rganos
afectados y en general contienen residuos de carbohidratos especificos
(Gibbons et al., 1975; Jones y Freter, 1976; Ofeck et al., 1977).
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Su distribucibén determina muchos de los tropismos de especie y
de tejido para las bacterias (Sparling, 1983). La inmunizacién
con adhesinas causa disminucién o pérdida de la virulencia (Acres
et al., 1979; Isaacson et al., 1980; Morgan et al., 1978; Morris
et al., 1980; Nagy, 1980; Nagy et al., 1978; Yancey et al., 1979).
Las adhesinas y los receptores estén determinados genéticamente
(de Graaf et al., 1980; Prskov y Grskov, 1966; Williams et al.,
1978). La ausencia de receptores determina resistencia natural

a la infeccidn bacteriana (Sellwood et al., 1975).

Los estudios de interaccién entre bacteridfagos, virus animales,
hongos y protozoarios con células del huésped, demuestran también
que la adhesidén depende de moléculas especificas de las superficies

de estos gérmenes patbgenos y de sus células huésped.

Métodos para el estudio de la adhesidn de los microorganismos patégenos

Se ha wusado una gran variedad de modelos experimentales para
el estudio in vitro de la adhesion de los patbgenos adherentes;
estos modelos son mas f(tiles para determinar las bases moleculares
y algunos de los mecanismos adhesivos que un patdgeno dado puede
exhibir., Su empleo se basa en que la adhesién es un fenbémeno real
que depende de la presencia de adhesinas y receptores especificos
de la superficie celular. Se ha encontrado que las condiciones
de cultivo de 1los microorganismos modifica considerablemente la
produccién de adhesinas; algunos gérmenes pueden sintetizar més
de una adhesina que puede tener una funcién especifica en algin
momento de su ciclo vital y no necesariamente en el huésped. Por
otra parte, las condiciones de los ensayos in vitro y las propiedades
fisicoquimicas de la superficie de los gérmenes pueden ser manipuladas
de tal manera que puede hacerse que cualquier microorganismo se
adhiera a cualquier superficie. Lo més importante es entonces,
definir si la adhesi6n observada in vitroe juega algln papel en
la virulencia del patogeno en estudio (Freter y Jones, 1983).
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La adhesién de los gérmenes patbgenos y la identificacidn
de los mecanismos adhesivos han side realizados con el empleo de
los siguientes modelos experimentales: 1) suspensiones de
microorganismos y una gran variedad de tipos celulares, 2) monocapas
de muchos tipos celulares, 3) monocapas de células epiteliales
hechas a partir de explantes, 4) explantes de tejido, 5) cultivoes
de 6rganos, 6) bordes de cepillo de intestino, 7) membranas celulares,
8) mutantes no adhesivas bien caracterizadas, 9) células infectadas
cﬁn virus, 10) wvidrio, 11) plastico, 12) superficies inertes, 13)
técnicas de agregacién, 14) hemaglutinacién (HA), 15) microscopia
optica y electrénica, y 16) con el uso de inhibidores especificos

de la adhesién, como carbohidrates, lectinas y anticuerpos especificos.

En general los criterios necesarios para seleccionar un modelo
de adhesién son: 1) que la adhesion exista y pueda ser cuantificada
y 2) que el sistema pueda ser manipulado para identificar y aislar

los mecanismos fisicoyuimicos y moleculares involucrados.

Los GR son muy usados perque sus receptores en general son
similares a los receptores naturales (Jones e Isaacson, 1983).
Originalmente, la prueba de hemaglutinacién se relaciond con la
presencia o ausencia de una adhesina o con la adhesién natural
que existia en el tejido in vivo; en esos casos constituyd una
medida conveniente y rdpida de la adhesividad, Sin embargo, cuando
esta prueba se usa para el aislamiento de factores de adhesion,
puede ser potencialmente errénea ya que: 1) algunas bacterias se
agregan espontdneamente y puede haber pruebas falsas positivas;
2) algunos individuos producen GR no reactivos, lo que puede resultar
en pruebas falsas negativas; y 3) algunas cepas que producen la
misma adhesina y que dan una HA con una especie de GR, pueden producir
HA positiva o negativa con otras especies. Por lo tanto, para un
estudio inicial deben probarse una gran variedad de GR y de condiciones
de los ensayos (Freter y .Jones, 1983),

La cuantificacién de 1la adhesiétn debe reflejar la proporcién
de células del germen patdégeno que se puede adherir a las células

blanco; ésto constituye una medida de su adhesividad. La cuantificacién
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de la adhesién en términos del nlmero de células-sustrato con un
nimero dado de gérmenes adheridos, es mas bien una medida de la
receptividad del sustrato que de la adhesividad del microorganismo;
las diferencias en receptividad pueden reflejar diferencias en
la produccién de receptores, que pueden estar relacionadas con
el genotipo de las células de los individuos de las que fueron
obtenidas y por lo tanto, pueden encontrarse resistencias naturales

(Freter v Jones, 1983).

la asociacién de un microorganismo con su o6rgano blanco es
¢! resultado de un equilibrio final entre reacciones sinérgicas
y antagonicas. El entendimiento de estas reacciones requiere del
emplec de sistemas mas complejos, como los animales de experimentacién
en los que pueda analizarse la secuencia completa de eventos necesarios
para que un microorganismo colonice su Organo blanco. Dichos eventos
son: |) el contacto activo o pasivo con la superficie mucosa, 2)
la penetracién activa o pasiva del moco, 3) la adhesibén a la superficie
de la célula epitelial, y 4) la multiplicacién y diseminacién del
germen patdégeno. Por lo tanto, el entendimiento satisfactorio del
papel de cualquier mecanismo adhesivo, requiere no s6lo la elucidacién
de sus bases moleculares vy bioquimicas,l sino también requiere el
entendimiento de su interaccidn precisa con todos los mecanismos
existentes, tanto de virulencia del germen patégeno, como de defensa
del huésped en la secuencia de eventos de 1la infecciéon (Freter
y Jones, 1983).

Mecanismos de adhesibén de los microorganismos patbgenos

1. Bacterias patdgenas

En general, las adhesinas son pili (fimbrias) de la superficie
de las bacterias Gram , y son fibrillas de 1la superficie de las
bacterias Gram' (Beachey, 1981). Los pili pueden ser de dos clases:
rigidos y flexibles; tienen un didmetro de 2 a 10 nm, y miden hasta

4 ¥m de largo. Son polimeros de proteinas, compuestos por subunidades



idénticas unidas por puentes de hidrégenoc o por interacciones

hidrofébicas.

En general los receptores de las bacterias patdgenas contienen
carbohidrates; a veces es un sbélo residuo el responsable de la
adhesién y otras veces son cadenas de oligosacaridos (Beachey,
1981). La mayoria de los receptores conocidos contienen a los sigueintes
carbohidratos: Gal, GalNAc, GlcNAc, Man, Fuc vy NeuNAc, que son
de la configuracién D-, excepto la L-fucosa (Tabla 1). La naturaleza
de los receptores de las adhesinas bacterianas ha sido sugerida
por el uso de los siguientes enfoques experimentales: 1) inhibicidn
de la adhesién por carbohidratos o por lectinas de especificidad
conocida; 2) inhibicién de 1la adhesién por tratamiento enzimatico
especifico del sustrato; 3) pérdida de la actividad de inhibidores
complejos, después de que éstos han sido degradados y 4) inhibicién
de la adhesién por un receptor potencial ligado a una superficie

inerte (Jones e Isaacson, 1983).

Bacterias que se adhieren al intestino

a. [Escherichia coli enterotoxigénica (ECET). La preseﬁci.a

de adhesinas en cepas de ECET estid asociada al serotipo 0 y a la
produccién de enterotoxina. Se han identificado ocho adhesinas
en estas cepas de E. coli: 1) el antigeno factor de colonizacidn
(CFA/I) de cepas de humanos; hemaglutina (HA) GR de humano, bovino
y pollo y también se adhiere a bordes de cepillo de intestino de
conejo; 2) el CFA/II de cepas de humano, HA GR de bovino y pollo;
3) el pilus E8775 de cepas de humanos, HA GR de humano y bovino;
4) el antigeno K88 de cepas de humanos y cerdos, del cual "se han
identificado tres variedades serotipicas: K88ab, K88ac y K88ad;
los antigenos K88ab y K88ac HA GR de cobayo y el K8Bab ademas HA
GR de pollo; 5) el antigeno K99 de cepas de cerdos, bovinos y carneros,
HA GR de caballo y carnero; 6) el antigeno 987P de cepas de cerdos
y conejos adultos, para el cual no se ha reportado un patrén especifico

de HA; 7) el antigeno F41 de cepas de cerdos y bovinos, HA GR de
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humano grupo A, de cobayo, caballo y carnero y 8) el factor de
adhesién (AF/R1) de la cepa RDEC-1 de conejos, para el que tampoco
se conoce un patrdn especifico de HA. Para la cepa RDEC-1 también
se ha sugerido la participacién del antigeno K en la adhesién a
células del epitelio de los foliculos linfoides del intestino de
conejo. La HA producida por todas estas adhesinas es resistente
a manosa (MRHA), no se observa con bacterias cultivadas a temperaturas
inferiores a 18°C, es eluida a 37°C y se destruye por calentamiento
a 65°C por 30 min (Arbuthnott y Smyth, 1979; Beachey, 1981; Cantey
et al., 1981; Cheney et al., 1983; Dean e Isaacson, 1982; de Graaf
y Roorda, 1982; Dencke et al., 1984; Gaastra y de GCraaf, 198%;
Inman y Cantey, 1983 y 1984; Jones e Isaacson, 1983; Morris et
al., 1982; Thomas et al., 1982).

El receptor de los antigenos CFA/I, CFA/II, K88, K99 y 987p
es comin, se localiza en el gangliésido GM2 y su estructura activa
es: GalNAc(B 1+ 4)[2 @ NeuNAc]Gal(B 1+ 4)Glc-Cer. Se ha reportado
inhibicién de la adhesién de los antigenos CFA/I y K99 por NeuNAc
y por el ganglidsido GMy; el antigeno K88 es inhibido por B-Gal,
GalNAc, GlcNAc, Glc, Fuc, galactésidos, por el ganglidsido GMl
y por una glucoproteina con especificidad por GalNAc y GlecNAc (Beachey,
1981; Jones e Isaacson, 1983; Gaastra y de Graaf, 1982). Para el
antigeno 987P se ha reportado un posible receptor que es sensible
a la oxidacién con peryodato y digestién con pronasa (Dean e Isaacson,
1982). Finalmente, se han descrito cinco fenotipos para los receptores
del antigeno K88 en bordes de cepillo del intestino de cerdos:
el A, que adhiere a los antigenos K88ab, K88ac y K88ad; el B, adhiere
a K83ab y K88ac; el C, a K88ab y K88ad; el D, s6lo al antigeno
K88ad; vy el F, a ninguno y es el que determina la resistencia natural
a la infeccién bacteriana (Bulsma et al., 1982; Sellwood et al,,
1975).

b. Vibrio cholerae. Tanto el flagelo como el antigeno O parecen
estar involucrados en la adhesién (Arbuthnott y Smyth, 1979; Attridge
y Rowley, 1983). Las cepas clésicas (Inaba u Ogawa) HA GR humanos,

mientras que las cepas El Tor, HA GR de pollo. El receptor para
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V. cholerae parece contener Fuc y Man; se ha reportado inhibicidn
de la adhesién y de la HA por estos dos carbohidratos, por un digeridc
péptico de mucosa intestinal de conejo, L-fucésido, L-Gal, altas
concentraciones de Fru, Glc y Sac y por glucoproteinas de la leche

humana (Holmgren et al., 1983; Jones e Isaacson, 1983).

c. Otras bacterias intestinales. Se ha sugerido que el flagelo,

el antigeno 0 y las fimbrias de tipo 1 de Salmonella typhimurium

son responsables de su adhesién, mientras que para Shigella flexneri

sblo son las fimbrias de tipo 1; el receptor de ambas cepas contiene
Man (Arbuthnott y Smyth, 1979; Jones e Isaacson, 1983). Aeromonas
hydrophila, que también HA GR humanos parece tener seis mecanismos
diferentes de adhesién inhibibles por: 1) Fuec, 2) Gal, 3) Man,
4) Fuc o Man, mediado por pili, 5) Fuc o Man, independiente de
pili, y 6) Gal + Man (Atkinson y Trust, 1980).

Bacterias que se adhieren al aparato respiratorio

a. Mycoplasma pneumoniae. Su adhesién a células epiteliales

ciliadas de la trdquea humana es mediada por la proteina P1, localizada
en un organelo diferenciado de la superficie de la bacteria y que
tiene un PM de 165,000; también se ha sugerido que otras proteinas
con PM de 25,000 a 45,000 intervienen en la adhesidén (Krause vy
Baseman, 1983; Leith y Baseman, 1984), Los receptores contienen
residuos de NeuNAc y el receptor en Jlos GR es la glicoforina (Banai
et al., 1980, Baseman et al., 1982; Beachey, 1981; Jones e Isaacson,
1983). La adhesién es inhibida por sialoglucoproteinas humanas
como la ceruloplasmina y el orosomucoide, asi como por ganglidsidos
de cerebro de bovino (Chandler et al., 1982).

b. Otros micoplasmas. 1) Tante la fraccién de NeuNic, como
la fraccidén hidrofébica de la glicoforina, son sitios activos receptores
para el M. gallisepticum, patdégeno de aves de corral (Banai et
al., 1978). 2) M. pulmonis de roedores no tiene organelo de adhesidn;
su adhesién a linfocitos de bazo de rata y la HA de GR humanos
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no es sensible a neuraminidasa, ni es inhibida por carbohidratos
simples o complejos o por glucoproteinas, por lo que se ha sugerido
la participacién de interaccicnes hidrofébicas en el mecanismo
de adhesién (Minion et al., 1984). 3) M. hominis, M. salivarius
v M. dispar se adhieren a células Hela mediante receptores resistentes
a neuraminidasa; los receptores de M. hominis y M. salivarius son
sensibles a enzimas proteoliticas (Collier, 1983). 4) Los receptores

de M. svnoviae contienen residuos de NeuMdc (Collier, 1983).

Racterias que se adhieren al aparato genitourinario

a, LEscherichia coli wuropatogénica (ECUP) sensible a manosa

(MS). Se conoce una gran variedad de cepas de ECUP cuya adhesién
v HA son MS, v de las que se han identificado las siguientes adhesinas:
1Y las fimbrias de tipo 1 o pili comunes; 2) algunos antigenos
K, como el K1, K2, K3, K12 y K13, que son polisacaridos; y 3) pili
sensibles a hexosas, GlcNAc y NeuNAc. Estas adhesinas se adhieren
a glucolipidos de las células epiteliales de la vejiga urinaria,
de GR de cobave, v a levaduras y glucoproteinas que contienen Man
(Arbuthnott y Smyth, 1979; Beachey, 1981; Davis et al., 1981; Normark
et al., 1983).

b. Escherichia coli uropatogénica (ECUP) resistente a manosa

(MR). La presencia de adhesinas MR estd asociada 2 los serotipos
0, 1la produccién de hemolisinas y colicina V, v la resistencia
a la actividad bactericida del suero., La capacidad de las cepas
ECUP-MR  para adherirse a las células uroepiteliales, correlaciona
con su capacidad para HA GR humanos en presencia de Man (MRHA).
La adhesién dJel 90%7 de estas cepas es mediada por pili; 107 de
las cepas son no-piliadas. Por otra parte, el 907 de estas cepas
tienen la adhesina P; ésta adhesina reconoce a glucolipidos que
contienen el siguiente disacarido: Gal(a 1= 4)Galg -, determinante
antigénico del sistema de grupcs sanguineos P. Esta estructura
también se ha identificado en dos ganglibésidos que estdn normalmente

presentes en células uroepiteliales v GR humanos; la trihexosilceramida
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y la globotetrosilceramida cuva estructura es: GalNAc( @ 1+ 3)GalNAc
(g 1 +3)Gal( & 1+ 4)Gal( B 1=+ 4)-Gle-Cer. E1 10% restante de las
cepas de ECUP-MR reconocen receptores diferentes al antigenc P,
v estas especificidades se llaman colectivamente adhesinas X (Beachey,
1981; Jones e Isaacson, 1983; Labigne-Roussel et al., 1984; Neormark
et al., 1983). Existen ademds seis fimbrias (F7 a Fl12) en cepas
de ECUP-MR, que son muy semejantes a las fimbrias de tipo 1 (MS;
Klemm et al., 1983).

c. Neisseria gonorrhoeae. Se ha sugeride la presencia de pili

que funcionan como efectores primarios de la adhesién de N. gonorrhoeae
a células eucaribéticas, y se ha involucrado a la proteina PII en
etapas posteriores de la adhesién v la invasién (Supasawara et
al., 1983). La cepa P9 tiene pili @ y Y implicados en la adhesidn
a células bucales epiteliales humanas y a células epiteliales de
conjuntiva de Chang (Virji y Heckels, 1984). El receptor de estas
adhesinas y de la cepa 201 tiene la siguiente estructura: Gal
{ B1 +3)GalNAc(B 1= 4)Gal; 1la adhesién es inhibida por ganglidsidos

que contienen Gal (Beachey, 1981; Jones e Isaacson, 1983).

Bacterias que se adhieren a la mucosa oral y a los dientes

a. Streptococcus mutans. Esta bacteria posee dos mecanismos

de adhesién; uno dependiente de polisacaridos y enzimas bacterianas,

y el otro dependiente de proteinas.

1) La adhesién inicial por el primer mecanismo depende de la
presencia de glucoproteinas de 1la saliva, las cuales forman una
pelicula delgada sobre el esmalte dental vy promueven la agregacién
bacteriana. Cuando S, mutans se encuentra en presencia de sacarosa,
produce abundantes polimeros de glucana v fructana; las glucanas
son producidas por glucosiltransferasas (GT), que pueden ‘ser
constitutivas de la bacteria o encontrarse libres.

Para la adhesién de las bacterias se requiere la accibn de
las GT, las cuales son multivalentes, es decir, se unen a las glucanas

y entre si mismas v de esta manera promueven la agregacidén v forman
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la placa dental. Por el metabolismo bacteriano se liberan A4cidos
que dafian el esmalte y promueven la caries dental (Fukushima et

al., 1982; lnoue et al., 1982; Jones e Isaacson, 1983).

2) El mecanismo dependiente de proteinas implica la adhesion
bacteriana a residuos de a-galactdsidos y residuos basicos de
las glucoproteinas salivales; se inhibe por Gal, Mel, o -galactdsido
y aminas. La adhesién es independiente de la sintesis de glucanas,
aunque su presencia incrementa considerablemente la adhesién (van
Houte, 1983).

b. Streptococcus sanguis. También 1la adhesién inicial es

mediada por una pelicula delgada de glucoproteinas salivales sobre
el esmalte dental. Se han propuesto tres mecanismos diferentes
para la adhesién de S. sanguis: 1) una proteina de la superficie
con PM de 70,000 a 90,000; 2) adhesinas especificas por NeuNAc;
y 3) el Acido lipoteicoico, Las interacciones parecen ser de tres
tipos: idnicas, hidrofébicas y tipo lectina., Esta {ltima depende
de la secuencia de carbohidratos NeuNAc(® 2 *+3)Gal( B 1 3)GalNAc,
es inhibida por tratamiento del sustrato con neuraminidasa, y por
compuestos que contienen residuos de NeuNAc (Liljemark y Bloomquist,
1981; Morris y McBride, 1984; Murray et al., 1982, citado por Morris
y McBride, 1984).

c. Streptococcus salivarius, Coloniza principalmente la parte

dorsal de la lengua, el epitelio bucal y en ocasiones la superficie
dental mediante componentes de la saliva. Se han aislado dos proteinas
asociadas a la pared celular; el antigeno b, que tiene un PM de
320,000 y el antigeno ¢, formado por tres glucoproteinas con PM
de 220,000 a 280,000 (Weerkamp y Jacobs, 1982).

d. Streptococcus pyogenes. La adhesién es mediada por el
acido lipoteicoico; la parte activa de la molécula es la fraccién
de &cidos grasos que forma complejos con la proteina M de la bacteria;
de esta manera, la fraccién lipidica puede estar tanto en la membrana

como fuera de la bacteria para interaccionar con los receptores,
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En células epiteliales bucales humanas, estos receptores parecen
ser proteinas o glucoproteinas que contienen sitios de unién para

4cidos grasos, similares a los de la alblmina (Beachey, 1981).

e. Actinomyces. En cepas de A, viscosus y A, pnaeslundii de.
humanos, se ha encontrado una lectina que participa en la adhesifn
de estas bacterias a células epiteliales bucales humanas y en la
coagregacidén con algunas cepas de S. sanguis en la placa dental.
Dicha lectina estd asociada a pili que tiene dos antigenos (1 y
2); la actividad estd relacionada con el antigeno 2, y es inhibida
por Lac, metil- B -galactésido y GalNAc, pero no por metil-a -
palactbsido, celobiosa, GlcNAc, Fuc o Man, por lo que se sugiere
que la unién B-glucosidica es 1la responsable de la actividad de
esta lectina en la adhesion (Brennan et al., 1984; Revis et al.,
1982).

2. Bacteriéfagos y virus animales
Bacteriéfagos

Se han identificado sitios bacterianos de unibén para varios
fagos; un residuo Gal-1- @ -Man para el fago Els, un grupo O-acetilo
para el fago G341, Glc ligada a heptosa para el fago Pl, GlcNAc
para el fago Félix 0. Es interesante que la gran mayoria de fagos
son semejantes a las lectinas en su especificidad por tiertas
conformaciones de sacdridos. Los fagos de cadena sencilla de RNA
(QB , MS2, R17) se unen especificamente a los lados de los pili
F, mientras que los fagos de DNA de cadena sencilla se unen al
extremo de los pili (Greaves, 1975). En el sistema E. coli-T5 el
lipoglicopéptido es el receptor para el virus; compuestos similares
se combinan con los fagos T2, T3, T4, T6 y T7. El sitio receptor
para el fago 77 de Staphylococcus aureus es un mucopéptide (Rosato
y Cameron, 1964),
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Virus animales

Los virus animales tienen un espectro de huésped selectivo
y su penetracién implica receptores celulares que parecen ser gluco-
proteinas. El sitio de unién del adenovirus tipo 2 para células
Hela es una glucoproteina con PM de 40,000 a 42,000, que se localiza
en los doce vértices del virién (Svenson et al., 1981). Se han
propuesto dos mecanismos para la infeccién de monocitos humanos
por el virus del dengue; receptores celulares sensibles e insensibles
a tripsina; éste (ltimo es un receptor Fc (Daughaday et al., 1981).
Los virus de la encefalomiocarditis y de la influenza HA GR humanos;
las sialoglucoproteinas, especialmente la glicoforina A, son sitios
receptores y la parte activa es el NeuNAc (Burness y Pardoe, 1981),
La proteina VP! es la adhesina de los virus de tipo A12 que producen

la enfermedad de pies y boca (Baxt et al., 1984).

3. Hongos

Candida albicans

Los informes acerca de los mecanismos adhesivos de hongos
son escasos. La mayoria se refiere a C. albicans, patégeno oportunista
que coloniza frecuentemente las superficies mucosas humanas, Se
ha sugerido la presencia de moléculas con Man, tanto en la superficie
de este hongo como en las células epiteliales bucales humanas,
en el mecanismo de adhesién (Sandin et al., 1982). Por parte de
C. albicans se ha propuesto a una manoproteina y en las células
epiteliales a una glucoproteina; la adhesidén es inhibida por tratamiento
de las levaduras y células con o -manosidasa, papaina, tripsina
¥ quimiotripsina (Lee y King, 1983; Sobel et al., 1981).

Cryptococcus neoformans

Este hongo es otro de los pocos patdgenos para los que se

ha establecido un factor de virulencia: el polisaciride capsular.



El hongo resiste la fagocitosis si tiene el polisacarido, se cree

que por impedir la adhesién de fagocitos (Krozel, 1977).

4, Protozoarios parasitos

Plasmodia

Dos interacciones independientes contribuyen a la endocitosis
de éstos pardsitos por los GR. La primera interaccién es la adhesion
pasiva y sin orientacién especifica del pardsito en la membrana
del GR; es reversible y estAd mediada por uniones débiles. La segunda
interaccién es la invasién, que involucra la formacién de una adhesidn
fuerte, orientacién especifica del parasito por su extremo apical
en la membrana del GR y un marcado rearreglo del citoesqueleto
del GR (Friedman et al., 1984).

a. Plasmodium falciparum. Se ha sugerido que las

sialoglucoproteinas, principalﬁente la glicoforina, participan
en la primera interaccién o adhesién de los GR humanos con los
merozoitos; la adhesién es inhibida por tratamiento del GR con
neuraminidasa y tripsina (Friedman et al., 1984). En la segunda
interaccién o invasién interviene la banda 3 del GR; las porciones
activas son las cadenas laterales de polilactosamina (polimeros
de Gal y GlcNAc) de la eritroglicana de esta proteina (Friedman
et al,, 1985),

b. Plasmodium vivax. El grupo sanguineo Duffy parece ser

el receptor en el GR; la mayoria de los africanos son inmunes a
este parasito, lo cual parece deberse al hecho de que son del tipo
Fy a’b ; es decir, no poseen el determinante antigénico del grupo
sanguineo Duffy (Allen, 1984).

c. Plasmodium knowlesi. Invade GR humanos y Rhesus. No requiere
NeuNAc para la invasidon y el tratamiento con pronasa y quimiotripsina

inhiben la adhesi6n (Greaves, 1975). Para los GR humanos el antigeno
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Duffy parece estar implicado en la adhesién inicial, y para la
invasién de CR Rhesus la banda 3 parece ser la responsable, ya
que anticuerpos monoclonales contra esta proteina inhiben la invasién,

pero no la adhesién (Miller et al., 1983).

Leishmania

Los mecanismos que se han propuesto son dos; uno de tipo
lectina v otro mediado por complemento. Se propone que los promastigotes
(forma extracelular flagelada, infectante) activan al complemento;
la proteina CS5a sirve por una parte, como un agente quimiotactico
para los macrofagos, y por la otra, como un ligando, ya que se
une al promastigote y al receptor para el complemento de la superficie
del macrétago (Brav, 1983).

a. Leishmania tropica. La interaccién de los amastigotes
(forma intracelular no flagelada) con monocitos humanos de sangre
periférica depende de proteinas o glucoproteinas de ambas superficies.
El pretratamiento del pardsito con tripsina, quimiotripsina, pronasa
y neuraminidasa, inhibe la adhesién; el pretratamiento con B -
galactosidasa produce un incremente en la capacidad de adhesién
a los monocitos. El pretratamiento de los monocites con pronasa
y quimiotripsina inhibe 1la adhesién de amastigotes no tratados
{(Wyler y Suzuki, 1983).

b. Leishmania mexicana maxicana. Los promastigotes contienen

un ligando similar a la aglutinina de germen de trigo, que reconoce
a un receptor con GlcNAc de la superficie del macréfago. Este receptor
es sensible a tripsina, citocalasina B y glutaraldehido. El pretrata-
miento del promastigote con enzimas proteoliticas descubre un receptor
para un componente del suero que se une a un receptor Fc de la

superficie del macréfago (Bray, 1983).

c. Leishmania mexicana amazonensis. Por microscopia electrénica

se ha estudiado la adhesién de las formas intracelulares de este
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pardsito a la membrana de la vacuola fagocitica del macréfago.
Se ha observado un rearreglo de las particulas intramembranales
en las zonas de contacto que semejan una unidn comunicante (Benchimol

y De Souza, 1981).

Trypanosoma congolense Broden

Los sitios de unién se encuentran en la parte apical del
parasito, son proteinas sensibles a tripsina y quimiotripsina vy
reconocen residuos de NeuNAc en GR de bovino, carnero y cabra (Banks,
1979).

Giardias

Para Giardia muris vy Giardia duodenaiis se ha sugerido la

participacién de proteinas contrdctiles del citoesqueleto en el
mecanismo de adhesién a bordes de cepillo de intestino. lLa actina,
G~actinina, miosina y tropomiosina, que se encuentran en la periferia
del disco ventral, en la cresta lateral del disco ventral 3y en
los axcnemas del flagelo postero-lateral, parecen estar involucradas
en tres mecanismos de adhesién propuestos y que ain requieren veri-
ficacién experimental: 1) actividad flagelar, 2) adhesién por el
flanco ventrolateral y 3) deslizamiento de microtiibulos (Feely
et al., 1982).

De la serie de antecedentes que se acaban de mencionar acerca
de los mecanismos de adhesién de los microorganismos patégenos,

se puede concluir lo siguiente:

1) de manera similar a lo que ocurre en la adhesidn intercelular,
los mecanismos de adhesién de los microorganismos patdgenos son
miltiples y complejos. Un germen patégeno o una célula huésped

dados pueden tener varios mecanismos para la adhesion v estos pueden
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ademds ser compartidos; un receptor puede ser funcional para diferentes

microorganismos patogenos.

2) las glucoproteinras y los glucolipidos son los receptores
mids comunes v laz especificidad de la adhesién estd determinada
por combinaciones especiales de los carbohidratos presentes en
estas moléculas, que ademds contienen a los azlcares mas comunes
en los seres vivos. En general, los receptores son cadenas de oligo-
sacdridos; rara vez es un solo residuo de carbohidrato el responsable

de la adhesion.

3) Finalmente, los determinantes antigénicos de los grupos
sanguineos también participan de manera importante en la adhesidn

de los microorganismos patdgenos.

F. Grupos =anguineos implicados en la adhesién de microorganismos
patégenos

Como se describié anteriormente, se sabe que el grupo sanguineo
(GS) participa en la adhesién de algunos microorganismos patégenos:
el GS humano A, en la adhesién del antigeno F41 de ECET (Gaastra
v de Graaf, 1982); los G5 M y P en la adhesidn de algunas cepas
de ECUP (Labigne-Roussel et al., 1984); y el antigeno Duffy en
la adhesién de algunos plasmodia (Miller et al., 1983). Los caractercs
de los (S son transmitidos por herencia mendeliana simple, y los
determinantes antigénicos, que son producto de genes alélicos o
interrelacionados, han sido clasificados dentro de diversos sistemas
de OS especificos. A continuacién describiremos el sistema de grupos

sanguineos ABO, de gran interés en este trabajo.

Sistema ABO

Existen tres especific:dades de GS en el mecanismo ABO detectables
tanto en los GR como en las secreciones y liquido tisulares: A,

B, H. En el GR estas substancias son glucolipidos y en las secreciones
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son glucoproteinas. Les glucolipidos activos contienen Acidos grasos,
esfingosina, Glc vy tres carbohidratos mds que determinan la mayoria
de las especificidades de cada GS: Gal, GalNAc y L-Fuc. Las gluco-
proteinas de las secreciones tienen un PM promedio de 2 X lﬂs-loﬁ,
857 de carbohidratos, 15% de aminodcidos y contienen los tres carbo-
hidratos senalados. En la Tabla 2 se muestran las diferencias en
los carbohidratos, que determinan las especificidades de estos
GS. Como puede observarse, existe una molécula precursora que es
modificada sucesivamente en el extremc no reductor, lo cual determina
cada una de las especificidades descritas. Un residuo @-Fuc es
el determinante especifico H; también puede observarse que la {nica
diferencia que determina las especificidades de 1las substancias
A v B, es el grupo acetamidc del Atomo de carbono 2 de GalNAc v
que distingue a este azicar de Gal. Las substancias A y B no se
encuentran en las secreciones, a menos que estén presentes en el
GR, pero 207 de los individuos que si tienen estos GS en el GR
no secretan la substancia cerrespendiente, lLa secreci6n esta controlada
por un par de genes alélicos: Sese, heredados en forma independiente
de los genes ABO y que no influven en la expresion de estos genes
en el GR. Los caracteres SeSe y Sese resultan en secrecibn; sese
resulta en no secrecibén, El material activo H depende de los genes
alélicos Hh; esta es la substancia que bajo la influencia de los
genes A y B se transforma en substancias activas A y B, respectivamente
(Tabla 2). Para cada grupo sanguineo se han descrito muchos determinan-
tes antigénicos en los GR. Los del sistema ABO son los siguientes:
& By H; Al, A AEL, AEND, AM, AX, AY, B3, BEL, BX (Allen, 1984;
Watkins, 1966).

3|

G. Entamoeba histolytica

E. histolvtica es la especie del género Entamoeba que mejor

se conoce. Es uno de los protozoarios que con mavor {recuencia
parasitan al humano, en el que causan la disenteria amibiana o

amibiasis.
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Estructuras parciales de las cadenas le A
carbohidratos de los grupos sanguineos ABH

Substancia

Estructura

Precursor

Gal(81+3)GlcNac(3123)Cal(F1*3)GalNAc

{lial{ 81+3)GlcNAc(B1*3)Gal(Bl*3)GalNAc
Fuc(ol=+2)

GalNAc(ﬂl+3\9al(EI*BWGLCNAc(31*31831(51*3)631NAC
Fuc(o]l~+2)

Gal\al+3}?al(Bl*3)GlcNAc{EI+3)Gal(BI+3)GalNAc
Fuc(21-+2)

B
El enlace
tipo 1, v

entre Gal v GleNAc es (B1*3) para las cadenas
(3 +] para las de tipo 2.
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1. Historia

El pardsito E. histolytica fué encontrade y descritoe por primera
vez por Lesh en 1875, quien lo aisld de un paciente ruso con disenteria

crénica, en la provincia de Arcangel, cerca del circule polar Artico.

Fué doce anos después cuando debido al trabajc de varios inves-
tigadores, principalmente Kartulis, que se demostré el papel patdgeno
de este pardsito. En 1891 Councilman y Lafleur dieron una descripcidn
clinica y patolégica detallada de la disenteria amibiana. Por otra
parte, en 1913 Walker y Sellards demostraron conclusivamente, que
E. coli era una especie no patbégena y que E. histolytica si lo
era (Martinez-Palomo, 1982).

Durante la década pasada, hubo un gran auge en el nimero de
investigaciones sobre amibiasis debido a varios factores: 1) el
conocimiento de la necesidad de estudiar los aspectos basicos de
la biologia de este pardsito potencialmente letal; 2) el estable-
cimiento de centros multidisciplinarios para el estudio de la amibiasis,
en Africa del sur por Elsdon-Dew y en México por Sepllveda; vy
3) la introduccién del cultivo axénico de E. histolytica por Diamond
en 1968, Como resultado de la investigacidén sobre amibiasis, se
ha obtenido informacibén acerca de 1la estructura fina, bicquimica,
cultivo in vitro y diferencias entre cepas de E. histolytica. De
manera similar el andlisis de los factores de virulencia, ha propor-
cionado informacién de el mecanismo por el cual las amibas invaden
y destruyen los tejidos mientras soportan la respuesta inmune del
huésped (Martinez-Palomo, 1982).

2. Clasificacibn

La clasificacibén taxondémica de E. histolytica es la siguiente
(Honigberg et al., 1964):



Phylum: Protozoa

Subphylum: Sarcomastigofora
Superclase: Sarcodina
(Clase: Rhizopoda

Subclase: Lobosia

Orden: Amoebida

Género: Entamoeba

especie: E. histolytica

3. Morfologia

E.  histolvtica presenta dos fases durante su cicle vital;
una activa de crecimiento y reproduccidén representada por el trofozeito

v otra quistica a través de la cual se disemina la infeccidn,

El trofozolto es una célula altamente dindmica, cuya forma
v movilidad son muy sensibles a los cambios medioambientales., Su
tamafio varia entre 7 v 40 Uum de didmetro. Su citoplasma estd bien
diferenciado en un endoplasma granuloso Yy un ectoplasma hialino.
Se caracteriza por formar pseudopodos en su superficie, tener un
nicleo prominente con cromatina periférica fina y un endososma
central, abundantes vacuolas y vesiculas embebidas en la matriz
citoplidsmica, pgranulos de glucégeno v polirribosomas (Sepilveda

v Martinez-Palomo, 1982).

El quiste es generalmente esférico., Su tamafio varia entre
5 a 20 u de didmetrc y estd recubierto por una pared hialina.
Contiene de uno a cuatro nicleos vesiculares prominentes con endosomas
mds o menos centrales. Presenta barras cromatoidales alargadas,

compuestas por &cido ribonucléico y glucdgeno (Cheng, 1978).

4, Ciclo bioldgico

E. histolytica vive en el intestino gruesec del humano, en
cuya luz se encuentran los trofozoitos que en ocaciones pueden
invadir a la mucosa, ingiriendo las células epiteliales, En el

interior de la mucosa producen f(lceras, v tales ulceraciones de
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la pared intestinal pueden originar cuadros de disenteria amibiana
o bien un dano muy localizado sin manifestaciones clinicas. En
ocasiones las amibas penetran a los capilares y se transportan
en la corriente sanguinea a distintas zonas del cuerpo; el higado,
los pulmones y en ciertas ocaciones al cerebro. Las amibas que
permanecen en la luz del intestine pueden ser expulsadas en heces
liquidas o semiliquidas en tanto que son todavia trofozoitos, o
bien pueden redondearse y ser expulsados como quistes, por medio

de los cuales se disemina la infeccibén (Markell y Voge, 1984).

Cuando un quiste viable penetra en el intestino grueso se
lleva a cabo el exquistamiento, emergiendo una amiba tetranucleada
denominada metaquistica, que mediante una serie de divisiones nucleares
v citoplAsmicas da origen a ocho amébulas uninucleadas o trofozoitos
jovenes que posteriormente crecen. Los trofozoitos se dividen por
biparticién formande amibas pequefias conocidas como formas prequisticas
que posteriormente secretan una pared resistente y se enquistan
(Kudo, 1979).

5. Epidemiologia

E. histolytica se encuentra ampliamente difundida en todas
las 4reas del mundo, lo mismo en regiones tropicales que subtropicales
y templadas, aunque es mis prevalente en las regiones calidas
(Kudo, 1979). Por tal motivo, se considera que la amibiasis es
la wAs cosmopolita de todas las enfermedades parasitarias (Markell
y Voge, 1984). Sin embargo, tratandose de cualquier regibn, la
amibiasis es mas frecuente en los sitios donde predomina el hacinamiento

y las malas condiciones de sanidad.

México es uno de los paises que presenta una de las mis altas
prevalencias de amibiasis, siendo ésta "la enfermedad parasitaria
mas importante que se encuentra entre los principales problemas
de salud piblica, tanto por su frecuencia como enfermedad y las

pérdidas econdmicas que origina" (Biagi, 1976).

La amibiasis en México ocupa el cuarto lugar como causa de

muerte (Brandt y Pérez-Tamavo, 1970); provoca defunciones en nifos



34

vy adultos jévenes en la etapa productiva de la vida (Biagi, 1976).

6. Adhesién de los trofozoitos

La adhesién de los trofozoitos de E. histolytica a células
animales también ha sido estudiada mediante diversos enfoques

experimentales que se describen a continuacién.

Estudios microscopicos

Griffin (1972) estudié biopsias de Ilesiones amibianas del
colon de pacientes con disenteria; analizé tanto la mucosa colénica
como el contenido del lumen del colon v describié que las amibas
rara vez se vieron en contacto directo con la mucosa, pero las

observd en contacto con GR y células inflamatorias.

Takeuchi y Phillips (1975) estudiaron en cobavos libres de
gérmenes, la infecci6n intestinal por trofozoitos de E. histolytica
aislados de un paciente con colitis amibiana aguda v mantenidos
en cultivo mixto por' largo tiempo; a los 7-12 dias después de la
inoculacidén, encontraron amibas en contactc mads o menos estrecho
con las células del epitelio interglandular o con el epitelio de
las criptas, Este contacto produjo progresivamente un aplanamiento
v desaparicidn de las microvellosidades intestinales, separacidn
de las células que estuvieron en contacto con las amibas, produccién
de espacios por los cuales las amibas invadieron el epitelio
interglandular v posteriormente el epitelio de las criptas, hasta

llegar a la lamina propia.

Mora Galindo et al. (1978) realizaron experimentos de interaccidn
entre trofozoitos de E. histolytica v laminas epiteliales de mucosa
cecal de cobavos; encontraron que durante los 30 min iniciales
de incubacién, los trofozoitos se adhirieron en mucho menor nimero
a la regi6n luminal del epitelio que a la regidén basal de las laminas
y a partir de los 30 min sbéle parecieron penetrar las laminas

epiteliales a través de las regiones interglandulares en los sitios
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de descamacién celular. Concluveron gque los trofozoitos se adhieren
primero a las =zonas de descamacién del epitelio interglandular

para después invadirlo,

Posteriormente Mora Galindo et al. (1982) realizaron un estudio
cinético con el mismo sistema experimental pero aislaron a la mucosa
cecal en cémaras de Ussing; encontraron que a los 30 min de interaccién
los trofozoitos se adhirieron indistintamente al epitelic interglandular
o al epitelio de las criptas. A les 40 min, el 90%Z de los trofozoitos
se adhirié al epitelio interglandular y después de 6C min la mayoria
de ellos se localizd en microulceraciones del epitelio interglandular,

En todo el estudio las criptas permanecieron intactas.

Trevino-Manzo et al. (1978) observaron que después de siete
dias de haber inoculado trofozoitos de E. histolvtica en el ciego
de cobayos recién nacidos, aquellos rara vez se encontraban adheridos
a la superficie epitelial del borde libre de las microvellosidades
intestinales, pero en cambio parecian haberse desplazado hacia
la profundidad de 1las gléndulas colénicas ocupando asi toda su
luz y poniéndose en contacto con las células del epitelio y posterior-

mente con la lamina propia.

McCaul vy Bird (1977) analizaron por microscopia electronica
de barrido la morfologia de la superficie de amibas adheridas al
vidrio de cubreobjetos en donde los trofozoitos fueron cultivados;
observaron microfilopodios tanto en los bordes como en las superficies

inferiores de contacto.

Gonzadles-Robles vy Martinez-Palomo (1983) también estudiaron
por microscopia electrénica de barrido la morfologia de trofozoitos
de E. histolytica sobre superficies de plastico vy células MDCK.
Encontraron diferencias cuantitativas en la morfologia de trofozoitos
de diferentes cepas y un incremento en las especializaciones de
la superficie de los pardsitos cuando estaban asociados con bacterias
(estomas endociticos y filepodios); la superficie basal involucrada
en la adhesién al sustrato sélo mostré filopodios pequefios en el

borde externo.
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Kobiler y Mirelman (1981) estudiaron la adhesidn de trofozoitos
de E, histolytica a monocapas de una linea epitelial de intestino
humano (Henle 407-CCL6) v encontraron los siguientes cambios en
la superficie de los trofozoitos adheridos: invaginaciones endociticas
en la superficie, vesiculaciones protruventes, pseuddpodos v 1lo
que parecieron ser tubos pseudopodiales. Después de 15 min de inter-
acciébn, se formaron filopodios que adhirieron a 1las amibas 2 la

monocapa y formaron conexiones estables con ésta.

Adhesidén a monocapas, GR v leucocitos

Knight (1977), Knight et al. (1974) y McCaul y Bird (1977)
han estudiado la interaccién entre trofozoitos de E. histolytica
v monocapas de células de rinén de conejo (RK13), y observaron
que se requiere el contacto entre los trofozoites y la monocapa
para que ésta se dafie. El dafo celular progresivo consistié en
el alargamiento de 1las microvellosidades, erosibén de la superficie

celular y desaparicién de las células.

Eaton et al. (1970) hiciron experimentos de interaccidén entre
los trofozoitos y las lineas celulares RK13, de higado de Chang
vy Hela; describieron que el efecto citolitico fué dependiente del
contacto y propusieron 1la existencia de organelos (lisosomas) que
contenian enzimas responsables de la citélisis a los que llamaron

"lisosomas activos de superficie" o "gatillos de superficie'.

Orozco (1978) ha sugerido gque la adhesién de las amibas a
cultivos de hepatocitos y de células MDCK precede al dafio celular
v éste a la fagocitosis de las células blanco. También ha encontrado
que la velocidad de adhesidon de diferentes cepas amibianas a GR
y monocapas de células MDCK es semejante v no tiene relacién con

la virulencia amibiana (Orozco, 1981).

Ravdin et al. (1980) también han sugerido que el efecto citopatico
de las amibas se lleva a cabc en tres etapas: contacto, efecto

citoleteal y fagocitosis. Las citocalasinas A, B y D inhiben 1la
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destruccién de las células CHO, lo que sugiere la participacidn

de microfilamentos en el dano dependiente de contacto.

Jarumilinta vy Kradolfer (1964) estudiaron la interaccién entre
trofozoitos de E. histolytica y leucocitos de humano, carnero,
cobayo, conejo, hémster, pollo, rata y ratén; encontraron que la
adhesién de las amibas a los leucocitos preduce en éstos un dafio
progresivo que se lleva a cabo en 2 a 10 min y consiste en disminucidn
de 1la movilidad y actividad de 1la superficie de 1los leucocitoes,
degranulacién, licuefaccién del citoplasma, redondeamiento del
niicleo, salida de material citoplasmico y muerte; la membrana celular

parecidé no sufrir cambios.

Guerrant et al. (1981) analizaron también la interaccién entre
amibas y leucocitos polimorfonucleares humanos y encontraron que
la citdlisis ocurria después del contacto. Al incubar a la cepa
HM-1 (de mayor virulencia) con los leucocitos observaron una rapida
destruccién de los mismos, afin con una relacién de 1000 leucocitos
por amiba; encontraron resultados opuestos al mezclar a la cepa

303 (de menor virulencia) con 300 leucocitos por amiba,

Caracterizacidn de la adhesidn

Michel y Hohman (1979) estudiaron la influencia de colchicina,
vinblastina y citocalasina B sobre 1la adhesién de E. histolytica
a superficies de vidrio; sus resultados sugieren que la adhesidn
estd mediada al menos parcialmente por microfilamentos contractiles

del citoesqueleto, sensibles a citocalasina B.

Gillin y Diamond (1980) estudiaron los requerimientos orgéanicos
para la adhesién a vidrio, alargamiento y movilidad de los trofozoitos
de E. histolytica; propusieron un medio definido de mantenimiento,
el MM-1, que no permite el crecimiento de las amibas pero las mantiene
vivas, adherentes y mbviles durante 12 a 24 horas. El Tris-HCl
fué para ellos el mejor amortiguador (pH éptimo 6.9 a 7.0); encontraron

ademds un requerimiento absoluto y altamente especifico de cisteina
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y 4cido ascérbico. Estudiaron también los efectos de la cisteina
y de la tensién de oxigeno sobre la adhesién de los trofozoitos
al vidrio, la adhesién fué mayor en la fase logaritmica de crecimiento
v requirié cisteina, la cual aumentd la velocidad de adhesién durante
las 2 horas iniciales de incubacién v protegié la viabilidad de

los trofozoitos en presencia de oxigeno.

Kobiler y Mirelman (1981) caracterizaren la adhesién de trofozoitos
de E. histolytica a la linea celular de intestino humano, Henle
407-CCL6. Encontraron gque la adhesién fué optima a los 15 min de
incubacién a 35-37°C, v que hubo una correlaciéon lineal entre la
adhesién y la concentracién de trofozoitos hasta con 1 amiba/célula
epitelial, La adhesion dependié del pH y la fuerza ibnica (FI);
a pli 5.7 la adhesién no se modificé cuando se cambid la FI del
medic (con amortiguador de fosfatos 0.2, 2 o 20 mM); a pH 7.4 1la
adhesion fué similar a la observada con un pH de 5.7 y fosfatos
0.2 a 2 mM, pero disminuyd tres veces con fosfatos 20 mM. La fijacién
de la monocapa con glutaraldehido no afectd la adhesidén, pero ésta
si fué inhibida al fijar a 1las amibas. La adhesidén fué similar
ern ensavos realizados con rotacién constante (75 rpm) durante 135
min, que en condiciones estacionarias durante 30 min; fué mayor
con trofozoitos de fase logaritmica que de fase estacionaria, vy
similar para dos cepas de E. histolytica; fué inhibida por citocalasina
B (1 % 1072 W, temperaturas menores de 5°C, EDTA y EGTA {10 mM).
Concluveron que la amiba tiene en su superficie un microambiente
acidico, que sélo se afecta por amortiguadores fuertes; estos modifican
el pH de la superficie e inhiben 1la adhesién. Sugirieron ademas
que la adhesién depende de microfilamentos y que el componente

responsable de la misma esta en la amiba.

Cano-Mancera (1981) vy Lépez-Revilla y Cano-Mancera (1982),
han caracterizado y definido las condiciones éptimas para la adhesién
de trofozoitos de E. histolvtica a GR humanos en suspensidén. Desarro-
1laron un medio salino: salino-HEPES (HEPES 20 mM, glucosa 5.5
mM, NaCl 120 mM, CaCl2 4 mM, HgCl2 1 mM, pH 7.3) y bajo estas condicio-

nes encontraron que la adhesién amibizna a los GR es muy eficiente,

ya que la mavoria de las amibas formaron complejos con los GR después



39

de sélo 5 min a 37°C, en mezclas que se mantuvieron con agitacién
constante (30 ciclos/min) y que contenian ]04 amibas y 106 GR por
ml. La velocidad de adhesién dependié de las concentraciones de
amibas y GR, pero no de los grupos sanguineos mayores ABO. La adhesién
se iphibié si los trofozoitos eran fijados con glutaraldehido,
pefo s6lo disminuyd ligeramente si los GR estaban previamente fijados;
también disminuyd en ausencia de glucosa y fue inhibida en funcidn
de la concentracién de citocalasina B (DISG: 3 X 10_7 M) v de los
inhibidores metabélicos  batofenantrolina y  S8-hidroxiquinoleina.
De éstos resultados concluyeron que la adhesion de E. histolytica
es un proceso activo que depende del citoesqueleto amibiano, de
la produccién de energia metabdlica y de la movilidad de ligandos

de superficie, tanto de la amiba como del GR.

Posibles mecanismos de adhesidn

Kobiler y Mirelman (1980) encontraron una actividad de lectina
en extractos totales y una fraccion membranal de varias cepas de
E. histolytica que aglutina GR de humano grupos sanguineos ABRO,
carnero, cobayo, conejo y rata. Esta actividad es dependiente de
pH (5.7-6.0); sensible a la temperatura (100°C por 10 min, 37°C
por 2 h o 4°C por varias horas); sensible a la oxidacién (prevenida
con B-mercaptoetanol 5 mM) y a la proteblisis (prevenida con PMSF
5 uﬂ}; no parece correlacionar con la virulencia, ya que la actividad
es mayor en las cepas HSC y HK-9 (de menor virulencia), que en
las cepas 200 y HM-1 (de mayor virulencia). El 50% de la actividad
hemaglutinante (HA) es inhibida por oligosaciridos de quitina,
principalmente el trimero y tetramero de GlcNAc (25 uM), lo que
sugiere el requerimiento de al menos dos unidades de GlcNAc; también
es inhibida por GlcNAc pero a una concentracién > 50 mM, y no

es inhibida por otros monosacaridos, disacadridos o aminoazicares.

También Kobiler et al. (1981) han reportado que la actividad
de lectina es inhibida por suero de bovino (0.1%) y macromoléculas

que contienen GlcNAc, como quitina (2.5 wuwg/ml), moco del colon
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de conejos (50 ug/ml), Ig de calostro humano (50 ug/ml) y subunidades
de peptidoglicano que contienen GlcNAc-NeuNAc (100 wg/ml); asimismo

por IgG de suero de pacientes con anticuerpes antiamibianos.

Kobiler y Mirelman (1981) encontraron que la adhesién de
E. histolytica a monocapas de la linea celular Henle 407-CCLG,
fué inhibida por quitina (0.2 mg/ml), peptiglicano (1 mg/ml), IgA
de calostro humano (5 mg/ml) y por el trimero (1 mg/ml) y tetrdmero
(0.2 mg/ml) de GlcNAc; la aglutinina de germen de trigo (especifica
por GlcNAc y NeuNAc) inhibié 50% la adhesidn (1 mg/ml). Al preincubar
la monocapa con una fraccién membranal amibiana enriquecida con
la actividad de lectina (1 mg de proteina/ml), se inhibié el 40%Z .
de la adhesién. Sueros inmunes descomplementados o la fraccidn
de IgG del suero de pacientes con historia de amibiasis inhibieron
la adhesién y existié correlacién entre el grado de inhibicién
v la concentracién de anticuerpos especificos contra la lectina.
La adhesién a GR fué inhibida por oligosacaridos de quitina (0.2
M) y la adhesion a secciones de colon de cobavo fué inhibida por
bajas concentraciones de suero, peptideglicano, quitina y los oligo-
sacaridos de quitina; no hubo inhibicién de la adhesi6én a las monocapas

ni a GR por GlcNAc, GalNAc, NeuNAc u otros glucoconjugados.

Por toda la serie de datos que acabamos de mencionar, estos
autores han sugerido que la lectina amibiana podria participar
en la adhesidén a células animales (Mirelman y Kobiler, 1981).

Orozco et al. (1982) estudiaron la adhesién de trofozoitos
de E. histolytica a monocapas de células MDCK y laminas epiteliales
de intestino de cobayo; describieron que la adhesidn de varias
cepas amibianas fué semejante y no hubo diferencias en la adhesién
de las amibas a monocapas intactas o fijadas con glutaraldehido.
La preincubacién de las amibas con GlcNAc2 (2 mg/ml) inhibié al
50% la adhesién y el efecto citopatico; otros compuestos como GlcNAc,

g-metil-mandsido (m-Man), almidén o concanavalina A, no tuvieron
efecto inhibitorio sobre la adhesién o destruccién de las monocapas.
Sugirieron que la actividad de lectina descrita por Kobiler y Mirelman

(1980) podria participar en 1la adhesién, que la virulencia de las
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cepas se expresa en un evento posterior a la adhesibén (citdélisis
y fagocitosis), y que la movilidad de los receptores celulares
no es requerida para la adhesién. De manera similar, Orozco et
al. (1982) y Garcia-Rivera et al. (1982) analizaron la adhesién
de algunas cepas y clonas de E, histolytica a GR y monocapas de
células Henle 407-CCL6. La adhesién de las clonas fué aproximadamente
el 10% de la observada para las cepas de E. histolytica; estas
clonas también mostraron una disminucidén en la capacidad de fagocitosis,
destruccién de las monocapas, produccién de abscesos hepaticos
y en la actividad de la lectina descrita. La fagocitosis de GR
correlaciond con la virulencia de las cepas y fué inhibida al preincubar
los trofozoitos con Glt’:!%h\r:2 ¥ GlcNAcZ_B. No encontraron inhibicién

de la adhesién o la fagocitosis por GleNAc, Glc, m-Man o Sac.

Bracha et al. (1982) y Bracha y Mirelman (1983) han estudiado
la adhesién de E. histolytica a bacterias, y han propuesto la existencia
de dos mecanismos de adhesién: uno dependiente de Man y otro dependiente
de una actividad de lectina especifica por GalNAc, La adhesidn
de E. coli 7343 y Serratia marcescens (bacteria MS) a la amiba

es inhibida por m-Man (0.5%Z) y por preincubacién de las amibas
con concanavalina A; la adhesiéon se observa con bacterias y amibas
intactas o fijadas con glutaraldehido. La adhesién de Shigella
flexneri y Staphylococcus aureus (bacteria MR) se observa al preincubar

las bacterias con concanavalina A y es inhibida por m-Man. Al opsonizar
a estas dos especies bacterianas con antisueros especificos, también
es posible observar su adhesién a las amibas; ésta no parece depender
de receptores Fc pi para el complemento, ya que existe con fragmentos
Fab, suero descomplementado y en presencia de EDTA, pero es inhibida
por citocalasina B y a 5°C. Los oligosacidridos de quitina (5 mg/ml),
peptidoglicano (1 mg/ml), Gal (10 mg/ml), GalNAc (1 mg/ml) y Lac
(20 mg/ml) inhibieron la adhesién, pero no hubo efecto inhibitorio

por Man o Gle. E. coli 055 vy Salmonella greenside 050 (bacteria

MR) no opsonizadas, también se adhieren a 1la amiba; la adhesién
es inhibida por fijacién de los trofozoitos con glutaraldehido,
Gal (10 mg/ml), Lac (10 mg/ml), tiodigalactésido, CalNAc (10 mg/ml),
asialofetuina (1 mg/ml) y lipopolisacdrido de E. coli 055 (4 mg/ml).
No existe inhibicién de la adhesién de estas bacterias por Man

ni por oligosacaridos de quitina.
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Ravdin y Guerrant (1981) estudiaron la adhesién de E. histolvtica
a células CHO y GR de humano, bovino y carnero. La adhesidn, citélisis
v fagocitosis fueron inhibidas por las citocalasinas B y D (50%
de inhibicién con 2 X 10 M), y a 4°C. La adhesién no requirid
cationes divalentes; fue similar con GR humanos de los GS ABO,
y el doble de la observada con GR de bovino v carnero; no dependid
de receptores Fc ni para el complemento; tampoco fué afectada por
tratamiento de las amibas con tripsina, Existié 507 de inhibicidn
de la adhesién a células CHO con GalNAc (4.5 mM), Gal (15 mM) ¥
D-Fuc (180 mM), después de 2 horas de incubacién a 4°C; la inhibicidn
fué observada al preincubar a las amibas, pero no a las células
CHO con GalNAc y fué reversible con GalNAc 45 mM; hubo también
inhibicién de 1la «citélisis a concentraciones 45-180 mM de este
carbohidrato y de la adhesién de las amibas a GR (88%Z de inhibicién
con 45 mM v 16.4% con 4.5 mM). No existié inhibicidén de la adhesiodn
a celulas CHO o GR por GlcNAc, GlcNﬂca. Xil, Glc, Man, NeuNAc,
Mal o m-Man. También se observé la desaparicién de células CHO
sin lisis previa, lo que sugirié la fagocitosis de células intactas.
Estos autores propusieron que la adhesién amibiana a células CHO
v GR, mediada por GalNAc, es un mecanismo nécesario para la citélisis
perc no para la fagocitosis y que existen receptores similares
para la adhesién amibiana en las células CHO y los GR. También
han sugeride que la actividad de lectina descrita por Kobiler y
Mirelman (1980) podria no estar involucrada en la adhesién de amibas
enteras a celulas blanco porque GlcNAc3 1.5 mM no inhibié la adhesién

de los trofozoitos a células CHO ni a GR.

Finalmente, Cano-Mancera (1981) ha encontrado inhibicién
parcial (23Z) de 1la adhesién de E. histolvtica a GR humanos, por
GlcNAc (50 =M).

Modele matematico

Recientemente Hernandez-Lerma et al. (1982) han postulado

un modelo matemdtico para la adhesién de amibas a eritrocitos.
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El modelo se ha desarrollado partiendo de observaciones hechas
en el sistema experimental que ellos emplearon, en el cual las
amibas y los GR se encuentran en suspensién y dadas las caracteristicas
del propio sistema, las colisiones entre las células son eventos
que suceden al azar; es decir, la adhesi6n amibiana puede ser analizada

como una reaccién del siguiente tipo:

pae pAle pAze PA

n-1
at+ez Al e A2 2 oeees 2 An
Al ad, Ay aA

En la primera etapa, amibas libres (a) interaccionan con
eritrocitos libres (e), con una tasa de asociacién p, para formar
los complejos amiba-eritrocito Al, es decir, amibas con un sélo
eritrocito adherido. Si 1la reaccidon es reversible, los complejos
Al se separan, con una tasa de disociacidén q, en la amiba y el
eritrocito originales. Anadlogamente en la segunda etapa los complejos
Al interaccionan con eritrocitos libres para formar complejos Az.
es decir, amibas con dos eritrocitos adheridos; existen las respectivas
tasas de asociacibén y disociacidn, ésta (ltima si se supone también
que el proceso es reversible. Se considera que a lo mds "n" eritrocitos
pueden estar adheridos a una amiba; por lo tanto, la reaccién consiste
de "n" etapas similares a las dos primeras ya descritas.

De los antecedentes que se acaban de describir sobre la adhesién
de trofozoitos de E. histolytica a las células animales, se pueden

concluir los siguientes hechos mAs importantes:

1) 1a mavoria de los estudios microscoépicos han revelado el
contacto de los trofozoitos con las células epiteliales de la mucosa
intestinal y sugeride dos mecanismos para la invasién intestinal
por las amibas: el primero sugiere que la invasién se lleva a cabo
a través del epitelio interglandular vy el segundo sugiere que es
a través de las glandulas colénicas; también se ha observado 1la
existencia de microfilopodios en los trofozoitos que establecen

un firme contacto con las células blanco.
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2) Los estudios de adhesién a monocapas, GR y leucocitos
indican que el contacto de los trofozoitos con las células animales

precede a la citdlisis y ésta a la fagocitosis.

3) La adhesidon ha sido analizada con el uso de sistemas experi-
mentales que han variado en los siguientes aspectos: las cepas
y células animales usadas, las condiciones de cultivo de las amibas
y las células, asi como su tratamiento previo a los experimentos;
las concentraciones y proporciones de amibas presentes en las mezclas
de incubacién; los medios de incubacién y los sistemas experimentales
usados. Como sucede con la adhesidn de otros microorganismos patdgenos,
todas las condiciones usadas pueden modificar la expresién y eficiencia
de la adhesién de E. histolytica y los resultados obtenidos en
un modelo experimental podrian no observarse o no ser comparables

a los observados en otros sistemas.

4) La adhesién amibiana es un evento muy eficiente; depende
del tiempo y de la temperatura de incubacidén, del pH y la fuerza
itnica del medio, de la presencia de cationes divalentes (Ca2+
y Mgz+) en el medio de incubacién y de la concentracién y proporcién,
tanto de amibas como de células blanco en las mezclas de incubacidn.
La adhesién depende de la fase de crecimiento de los cultivos amibianos
y se inhibe al fijar a las amibas pero no a las células blanco;
no parece depender de los GS mayores ABO de los GR humanos. Ademas,
es un proceso activo que depende del citoesqueleto amibiano, de
la produccién de energia metabdlica de parte de las amibas y de
la movilidad de ligandos de la superficie, tanto de las amibas

como de los GR.

5) Se han sugerido dos posibles mecanismos para la adhesién
de E. histolytica a células animales: uno mediado por GlcNAc vy
otro por GalNAc; para la adhesién amibiana a bacterias, también
se han sugerido dos mecanismos: uno dependiente de Man y otro de
GalNAc.

6) El andlisis matemitico de la adhesién de los trofozoitos
de E. histolytica a eritrocitos, propone que se trata de un proceso

reversible. Este modelo puede ser empleado para definir més precisamente

los eventos cinéticos de la adhesidén amibiana.



ITI. OBJETIVOS

A, Generales

El objetivo general de este trabajo fué continuar con la
caracterizacién de la adhesiéon de trofozoitos de E. histolytica
a glébulos rojos (GR) humanos (utilizados como células blanco),
iniciada en el laboratorio por Cano-Mancera (1981). De esta forma

tratar de contribuir:

a) al conocimiento de las cualidades fisicoquimicas y moleculares
de la adhesién de los trofozoitos de E. histolytica a células animales
¥

b) a definir el papel de la adhesidén en la virulencia amibiana
ya que la adhesién de los trofozoitos a 1la superficie celular. es
el evento inicial de la citblisis y fagocitosis y parece ser deter-
minante para la colonizacién del intestino por las amibas. La adhesién
podria ser necesaria, aunque quizd no suficiente para la virulencia
amibiana, como tal vez ocurre en los portadores asintomiticos de
E. histolytica; por otra parte, la adhesién amibiana parece ser
similar a la de otros microorganismos patbgenos, esto es, depender
de la asociacién de adhesinas y receptores celulares, determinados

genéticamente tanto en las amibas como en células animales.

Para lograr el objetivo de este proyecto, se dividid al presente

trabajo en los objetivos particulares que a continuacién se indican,
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B. Particulares

1. Determinar la velocidad inicial de adhesibn (VO) de los

trofozoitos de E. histolytica a los GR en funcidn de:

a) la concentracién de GR y

b) la cepa amibiana.

2. Caracterizar la cinética de adhesién de los trofozoitos

de E, histolytica a los GR, en condiciones de velocidad submixima.

3. Explorar si variaba 1la VO de GR a trofozoitos que ya tuvieran
I, 2, 3, ..., n GR adheridos.

4. Explorar el posible efecto inhibitorio especifico de carbo-
hidratos sobre la adhesion de los trofozoitos de E. histolytica
a GR humanos.
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11I. MATERIALES

A. Origen de los reactivos

Se obtuvieron de J.T. Baker de México, S.A. (grado reactivo):
citrato trisédico dihidratado, cloruro de sodio, fosfato dibasico
de potasio, fosfato dibasico de sodio heptahidratado, fosfato monobésico

de potasio y fosfato monobasico de sodio monchidratado.

De J.T. Baker Chemical Company (Phillipsburg, New Jersey,
E.U.A.), se obtuvieron el glutaraldehido y la azida de sodio. De
Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, E.U.A.), se obtuvieron:
L-cisteina, B-D-fructosa, o -D-fucosa, D-galactosa, o-D-glucosa, G-
lactosa, maltosa monohidratada; D-manosa, @ -D-melibiosa, ©-metil-D-ma-
noésido, N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-g -D-

manosamina monohidratada, sacarosa y D-xilosa.

Se adquirié Panmede de Paines and Byrne, Ltd. (Greenford,
Inglaterra); peptona de caseina purificada, de Bioxon de México,
S.A.; y &cido ascérbico, de Sigma de México, S.A.

El suero de caballo se preparé en el laboratorio a partir
de sangre de equinos obtenida en el rastro de Iztapalapa, D.F.

B. Material biolégico

Glébulos rojos (GR)

De humanos adultos, grupos sanguineos A, B u O (todos Rh+).
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Cepas Je Entamoeb. iistolytica

HK-9 (Diawoud, 1968), HM-1 (Diamond, 1972), HM-2 (De la Torre
et al., 1974), #¥M-3 (De la Torre et al., 1674) y HM-38 (M. De 1la

Torre, comunicaciaon perscnal),

C. Preparacion del medio de cultivo TPS-1

la composicidén del medio TPS-1 corresponde a la descrita por
Diamond (1968), excepto en la mezcla vitaminica, que no se afadid

(1 sper-Revilla v Rodriguez-Biez, 1981).
Medio basal TP

Peptena de caseina purificada 5.0 g; Panmede 10.0 g; D-glucosa
2.5 g1 L-cisteina 0.5 gi Acido ascérbico 0.1 g3 NaCl 2.5 g;
KH2P06 0383 K:HPna 0.5 g.

Se mesclaron y disolvieron los ccmponentes con 100 ml de agua
iridestilada caliente (60°C), se anadid agua tridestilada (25°C)
Tasta un ovolumen de 450 ml, se ajustéd el pH con NaOH 10 N, anradido
gota o gota mientras la solucidén se agitaba magnéticamente; se
atord la mezcla a 500 ml, se depositaron 1! ml de medio en tubos
para cultivo f(de borosilicato, 16 X 125 mm, con tapoén de rosca,
Corning) v se esterilizaron 20 min en el autoclave a 15 1b -pulg_?
se cerraron bien los tapones y los tubos se almacenaron en la obscuridad

y A temperatura ambiente no mis de dos semanas.
Preparaci®s . almacenamiento del suero de caballo

El suerc (congelado a -20°C en frascos con 400 ml) se sumergid
en un bano de agua a 36°C hasta descongelarlo, y luego se calenté
por inmersion durante 30 min en un bafio de agua a 56°C, con agitaciones
periodicas; las botellas se secaron por fuera y se distribuyd el
suero en fracciones de 10 ml a frascos estériles de borosilicato

con tapon de rosca (Wheaton); se incubaron los recipientes a 36°C
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por 5 dias para comprobar su esterilidad y después se almacenaron

a -20°C con el cuello cubierto con cinta adhesiva.
Medio TPS-1 completo

Se anadieron asépticamente 1 o 2 ml de suerc a cada tubo con
11 ml de medio TP (concentracién final del suero: 9% o 16%Z, v/v),

se mezclaron bien e inmediatamente después se inocularon los tubos

con trofozoitos.

D. Composicidén y preparacién de soluciones

Citrato-fosfato-glucosa (CPD)

Citrato trisédico * 2H20 30 g; Na]—]zPDé 'H20 0.13 g; glucosa
2 g.

Los componentes se mezclaron y disolvieron con agua bidestilada,
se ajusté el pH a 6.9 con HCl 5 N afadido gota a gota, se aford
la solucién a 1000 ml y se distribuyd en botellas para dilucién
de leche (de borosilicato con tapébn de rosca, Corning) en muestras
de 100 ml, Las botellas se esterilizaron 15 min a 15 ].h‘pulg-e:

se apretaron bien los tapones y se almacenaron a temperatura ambiente.
NaCl 0,15 M

NaCl 9 g.

Se disolvid el NaCl con 800 ml de agua bidestilada, se ajustd
el pH a 7.4 con NaOH 0.1 N afadido gota a gota y se aford la solucidn
a 1000 ml. La solucidén se distribuyd en botellas para dilucidn

de leche (de borosilicato, con tapdn de rosca, Corning) en muestras

25
de 100 ml; las hotellas se esterilizaron 20 min a 20 1b *pulg 7

se les apretaron los tapones y se almacenaron a temperatura ambiente,



Solucidn para fijar glébulos rojos (Bing et al., 1967)

Y. NaZHPO& 0.15 M

Na?HP04°?H20 40,2 g. Se disolvid el Na?HPOa con agua bidestilada,

se ajusté el pH a 8.2 y se aford a 1000 ml.
2. NaCl 0.15 M

3, Glutaraldehido al 25%

Preparacion: se mezcld un volumen de la solucidn de Na2HP04
0.15 M con 9 volGmenes de NaCl 0.15 M y 5 volimenes de agua bidestilada.
A 24 partes de esta solucién, se les anadié una parte de glutaraldehido

al 257 v se usé dicha mezcla inmediatamente,
Salino amortiguado con fosfatos (PBS)

NaCl 6.5 g; K HPOI. 2.8 g; KHZPO.,‘ 0.4 g.

2

Los componentes se mezclaron y disolvieron con agua bidestilada,
se ajustd el pH a 7.4 con NaOH 10 N anadido gota a gota y se aford
la solucién a 1000 ml. E1 PBS se distribuyé en botellas para dilucién
de leche (de borosilicato, con tapén de rosca, Corning), en fracciones
de 100 ml; se esterilizaron las botellas 20 min a 20 1b -pulg_z;

se les apretaron los tapones y se almacenaron a temperatura ambiente.

Azida de sodio al 1%

NﬂN3 1g.

Se disolvid 1la NaN3 con agua bidestilada y se aforo a 100
ml, La solucién se colocé en una botella para dilucién de leche
(de borosilicato, con tapbn de rosca, Corning) y se almacend a

temperatura ambiente.
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IV, METODOS

A. Cultivos amibianos axénicos

El tratamiento del material, la preparacién del medio TPS-1,
y los métodos de cultivo que se citan aqui, son los que se usan
actualmente en el laboratorio (Lbépez-Revilla y Rodriguez-Biez,
1981).

Cultivos resiembras y cosechas

Se cultivaron las cepas HK-9 y HM-3 con 1 ml de suero por
tubo (concentracién final del suero: 9% v/v) y las cepas HM-1,
HM-2 y HM-38 con 2 ml de suero por tubo (concentracidénm final del
suero: 167 v/v). Los cultivos amibianos se incubaron a 36°C. Antes
de cada resiembra se observaron con el microscopio invertido (Olympus,
modelo CK) para comprobar el buen estado morfoldgico y la movilidad
de las amibas; se agitaron suavemente, se determindé la concentracién
amibiana con una cémara de Neubauer y se inoculd un nimero conocido

de amibas en tubos con medio TPS-1 fresco.

Se enfriaron los cultivos en agua-hielo por 5 min, y se cosecharon
las amibas mediante centrifugacién a 90 g por 3 min a 25°C (500
rpm, centrifuga Damon/IEC modelo CRU 5000, cabezal No. 269).

Mantenimiento de las cepas

Cada cepa amibiana se mantuvo mediante pases seriados & tres
tubos en cada resiembra ("cultivos de referencia"); del mejor tubo
(en casc de que los cultivos de referencia tuvieran aspecto diferente)

se inocularon trofozoitos a cada uno de tres tubos para mantener
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los cultivos. Los tubos de la peniltima resiembra se conservaron
hasta comprobar ¢! crecimiento de las amibas y ausencia de contaminacién
en los cultivos recién sembrados. los cultivos masivos para obtener
suficientes trofozoitos para los experimentos se realizaron también

en lubos, a partir de los cultivos de referencia.

B. Obtencidn y manejo de los glébulos rojos

Todas las manipulaciones fueron asépticas y el material y

Jas soluciones usadas estériles.
Coleccién de sangre

Se aplicd un torniquete en un brazo del donador de tipo rht
y grupo sanguinec (A, B u 0) conocido. Con una jeringa (aguja calibre
20) se obtuvieron 10 ml de sangre por puncién venosa. Se quitd
11 aguja para evitar la hemblisis y se vacidé la sangre inmediatamente
en un tubo cénico Falcon de 50 ml que contenia 20 ml de CPD. Se

taph el tubo v se agitd suvavemente la mezcla.
Lavado, obtencién v almacenamiento del paquete globular

La mezcla de sangre con solucién CPD se centrifugdé 20 min
a 2000 g (2800 rpm, centrifuga clinica TEC, cabezal No. 215) v
se lavaron tres veces los glébulos rojos por centrifugacién bajo
las mismas condiciones, cada vez con 45 ml de solucién de NaCl
0.15 M; después de cada centrifugacién se aspiré y descartd el
sobrenadante 1liquido y el sedimento blanco (leucocitos) depositado
sobre la pastilla de globulos rojos. Después de la Gltima centrifugacién
se resuspendié el paquete globular a una concentracién de 50% (v/v)

con solucién de NaCl 0.15 M, para proceder a su fijacién inmediata.
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Fijacién

Los glébulos rojos empacados al 50% (v/v) con NaCl 0.15 M,
se enfriaron a 4°C y se anadieron lentamente a 25-50 voliimenes
de la solucién para fijar los glébulos rojos preenfriada a 4°C;
la mezcla se mantuvo 30 min en agitacién magnética suave y al cabo
de éste tiempo se comprobd la buena morfologia de 1los gldbulos
con un microscopio de contraste de fases (Zeiss Standard). Los
gléobulos rojos fijados se centrifugaron 20 min a 2000 g y temperatura
ambiente, y se lavaron por centrifugacién cinco veces sucesivas
con NaCl 0.15 M y cinco veces mAs con agua bidestilada. Se resuspendie-
ron a una concentracién final de 4 X 108 por ml en NaCl 0.15
M-NaN, 0.2% y de ésta mezcla se repartieron muestras de 0.5 ml

3
en tubos Eppendorf de 1.5 ml que se almacenaron a 4°C.

C. Adhesidén de los trofozoitos a los glébulos rojos

Procedimiento general

Preparacién de los glébulos rojos. Se emplearon GR humanos

fijados, de grupo sanguineo A, B u O (de un sélo lote cada grupo
sanguineo; almacenados en NaCl 0.15 H—NaN3 0.2% a 4°C). Los gldbulos
rojos se centrifugaron 5 min a 1440 g (2000 rpm, centrifuga Damon/IEC,
Modelo CRU 5000, cabezal No. 269) y temperatura ambiente, se aspird
cuidadosamente el sobrenadante y se descart6. El paquete globular
se lavd tres veces por centrifugacién (condiciones descritas antes)
con 5 ml de medio de cultivoe TP (concentracidn final: 40 X ]06
GR/ml) y a partir de esta mezcla se prepararon suspensiones en

medio TP con la concentracién de GR requerida en cada experimento.

Preparacién de los trofozoitos., Se obtuvieron amibas en <fase
logaritmica de las cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38 cultivadas
en medio TPS-1. Los trofozoitos se lavaron por centrifugacidén con

10 ml de medio TP, 3 min a 90 g (500 rpm, centrifuga Damon/IEC,

modelo 5000, cabezal No. 269) vy temperatura ambiente; el sobrenadante
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se descartd v la pastilla de trofozoitos se resuspendié suave y
cuidadosamente con 1 a 5 ml de medio TP (dependiendo del tamaio
de la misma pastilla). Se determind la concentracidon de la suspension
amibiana con una caAmara de Neubauer y se prepararon suspensiones

diluidas con medio TP que tuviera la concentracién amibiana deseada.

Cinética de adhesidén. Las suspensiones de GR y las de amibas

se preincubaron separadamente 5 min a temperatura ambiente en tubos
Eppendorf de 5 ml. Para iniciar la adhesién se mezcld répidamente
la suspensién de GR con la suspensién de amibas; la mezcla se mantuvo
con agitacién suave y constante (30 ciclos por min, en un mezclador
Lab-Tek Aliquot Mixer) y a tiempos preestablecidos de incubacibn
se tomaron muestras de 0.5 ml que se anadieron inmediatamente a
tubos Eppendorf (de 1.5 ml) que contenian 0.050 ml de glutaraldehido
al 25%, para su fijacidn, Los tubos se centrifugaron 6 mwin a 1440
g (2000 rpm, centrifuga Damon/IEC, modelo CRU 5000, cabezal No.
269) y se elimindé el sobrenadante por aspiracién. El sedimento
se suspendié con 0.025 ml de PBS, se colocaron las células sobre
un portacbjetos, se cubrieron y se determindé wmicroscopicamente
(contraste de fases, objetivo 40X) la adhesién, como el porcentaje
de amibas que tenian glébulos rojos adheridos en 200 amibas de

las muestras de cada tiempo.

(]

D. Cinética de adhesidén de trofozoitos de la cepa HK-9 de Fntamoeba
histelytica a gldbulos rojos humanos (condiciones iniciales)

Estos experimentos fueron similares a los realizados previamente
por Cano-Mrucera (tesis doctoral, comunicacién personal). Bajo
el procedimiento general de la cinética de adhesi6n se prepararon
p amibas/ml (de la cepa HK-9),

v otras del mismo volumen con 2 X 106 GR/ml (grupo sanguineo O,

suspensiones de 2.5 ml con 2 X 10

Rh+). Se  mezclaron ambas suspensiones, de manera que se obtuvo
una mezcla de 5 ml, con ]UA amibas/m! y 100 GR/amiba. De la mezcla
se tomaron muestras a los 0.2, 2, 5, 10, 15, 20, 40 y 60 min de

incubacién, se fijaron v se determind el porcentaje de adhesion.
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FE. Efecto de la concentracidén de glébulos rojos sobre la velocidad
inicial de adhesién de trofozoitos de la cepa HK-9

La preparacién de GR y de amibas se hizo como se describid
en el procedimiento general de adhesién. Se utilizaron trofozoitos
de la cepa HK-9 en suspensiones de 2.5 ml en medio TP a una concentra-
cién de 2 X 10& amibas/ml y GR del grupo sanguineo O, Rh* en suspensio-
nes de 2.5 ml en medio TP que tenian de 2 X 105 a2X 106 GR/m1.

Para iniciar el experimento, se mezclaron cada una de las
suspensiones de GR con cada una de las de amibas, de modo que se
obtuvieron mezclas con concentraciones finales de 104 amibas/ml
y 1, 2, 4, 6, 8 y 10 X 105 GR/ml; las relaciones GR/amiba fueron:
10, 20, 40, 60, BO y 100 respectivamente. Las mezclas se mantuvieron
en agitacidon suave y constante, se tomaron muestras a los 0.2,
2 y 5 min de incubacién y se fijaron inmediatamente con glutaraldehido.
Después de 2 h de fijacidén, las muestras se manejaron como se describid
en el procedimeinto general y en ellas se determind microscépicamente

la adhesién.

Se calculé la velocidad inicial de adhesién (VO) con la ecuacidn:

VO - (.ﬂ.dhesion2 i~ Adhesidn }/1.8 min.

0.2 min

En experimentos posteriores para estudiar el efecto de concen-
traciones mis bajas de GR, se emplearon las siguientes concentraciones
finales en las mezclas de incubacibn: 1, 2, 5, 10 y 20 X 10& GR/m1;
la concentracién final de trofozoitos se mantuvo constante, esto
es, 104 amibas/ml. La relacién GR/amiba fué entonces: 1, 2, 5,
10 y 20 respectivamente. Se tomaron muestras dnicamente a los 5

y 10 min de incubacién.

Se calculd la velocidad inicial de adhesibn (VO) con la ecuacidn:
\0 = (Adhesionlo i Adhesibns min)/s min,
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F. Efecto de la concentracién de pldbulos rojos sobre la velocidad
inicial de adhesidén de trofozoitos de cinco .cepas de Entamoeba
histolvtica

Se prepararon suspensiones amibianas de las cepas: HK-9, HM-1,
HM=2, HM-3 v HM-38 en medio TP; vy otras de GR grupa sanguineo 0,
también en medio TP, de la forma como se describid en el procedimento
gencral. Para la mezcla de incubacién se emplearon 1 ml de cada

- (i 4
una de las suspensiones amibianas con 2 X 10

amibas y vollimenes
1guales de suspensiones de GR con concentraciones finales que variaron
desde IOA hasta 6 X 105 por ml, Cada ml de suspensién de GR se
mezcld con cada ml de suspensidén amibiana, de manera que se obtuvieron
mezclas  con  concentraciones celulares finales de 101' amibas/ml
v las sigulentes relaciones GR/amiba: 1, 5, 20, 40 v 60. Las mezclas
se mantuvieron en incubacion a temperatura ambiente v con agitacidn
suyave durante 5 min. Se tomaron muestras que se fijaron con

glutaraldehido v en ellas se determind microscdpicamente la adhesidn,

Se calculd la velocidad inicial de adhesién (Vo) con la ecuacién:

Vpy = Adhes'ian5 min)’s min.

Los resultados se ajustaron con el método de regresién lineal,
v las pendientes (constante de velocidad "A") de la ecuacién obtenida
para cada cepa se compararon estadisticamente con la prueba t de
student de dos colas v (n-1) grados de libertad, en donde n = No.

de pares.

G. Cinética de adhesién de trofozoitos de la cepa HK-9 bajo condiciones
de velocidad submaxima

Se realizaron cinéticas de adhesidén con suspensiones de trofozoitos
de la cepa HK-9 y GR grupo sanguinec 0, con concentraciones finales
de 10% amibas/ml v Iy @ o S % 1{]{' GR/ml. Se tomaron muesiras a
les 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 min de incubacién, y se determind
en ellas la proporcién de complejos amiba-GR, mediante observacién

microscapica.
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H. Cinética de adhesién de trofozoitos de cinco cepas a GR humanos
de los grupos sanguineos mayores ABO, bajo condiciones de velocidad
submaxima

Se efectuaron cinéticas de adhesién con trofozoitos de las
cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 vy HM-38; vy eritrocitos de los grupos
sanguineos (GS) A, B u 0.

Bajo el procedimiento general de adhesiébn se prepararon
suspensiones con 2 X 10'!i amibas/ml. Se mezclaron 2.5 ml de cada
una de las suspensiones de GR de los diferentes GS, con 2.5 ml
de cada una de las suspensiones de trofozoitos. La incubacidn se
realizd durante 40 min; se tomaron muestras cada 5 min durante
la primera media hora v una (ltima al término de la incubacidn.
Las muestras se fijaron y se determindé en ellas el porcentaje de

adhesidn.

Para observar la influencia de la cepa amibiana sobre la cinética
de adhesién, se promediaron los porcentajes de adhesién obtenidos
en las cinéticas hechas con eritrocitos de los tres GS mayores
ABO.

Se realizd regresion lineal con la adhesién obtenida a los
5, 10 y 15 min de incubacién. Las pendientes (velocidad inicial
de adhesidn "?0") de la ecuacibén obtenida para cada cepa se compararon
estadisticamente con la prueba t de Student de dos colas y (n-!)

grados de libertad, en donde n = No. de pares.

I. Cuantificacién del porcentaje de amibas con uno o mds eritrocitos
adheridos en las cinéticas de adhesidn

Se determinaron los porcentajes de amibas con uno o mas GR
adheridos, a partir de las cinéticas de adhesidén hechas con trofozoitos
de las cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38; v GR de los (S mavores
ABO., Se promediaron los porcentajes de adhesién obtenides con los

eritrocitos de los tres GS, para cada poblacidn amibiana,



J. Efecto de carbohidratos sobre la adhesién de los trofozoitos

Se emplearon trofozoitos de las cepas: HK-9, HM-1, HM-2, HM-3
v HM-38; vy eritrocitos de los GS mavores ABD. Se prepararon suspensiones
con 105 GR/ml y 2 X 10& amibas/ml en medio TP sin carbohidratos
(control) o uno de los siguientes carbohidratos (50 mM): Xil, Fuc,
Fru, Gal, Glc, Man, m-Man, Lac, Mel, Mal, Sac, GalNAc, GlcNAc o
ManNAc. Se preincubé a las suspensiones celulares por 5 min a
temperatura ambiente. Para iniciar la adhesién se mezcld rapidamente
I ml de la suspensién de GR con 1 ml de suspensién de amibas y
se gbtuviercn mezclas con 10‘I amibas/ml v 5 GR/amiba, que se mantuvieron
2 temperatura ambiente con agitacibén suave durante 10 min. Se tomaron
muestras que se fijaron con glutaraldehido y en ellas se determind

microscApicamente el porcentaje de adhesién,

K. Efecto de la concentracién de cuatro carbohidratos inhibitorios
sobre la adhesidén amibiana

Se utilizaron suspensiones amibianas de 1 ml con 2 X lﬂﬁ amibas
de las cepas HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 y HM-38; v suspensiones de
GR del mismo volumen con 105 eritrocitos. Las suspensiones se hicieron
en medio TP sclo (control) v en soluciones de los carbohidratos
GalNAc, Gal, ManNAc vy GleNAc (disueltos en medio TP) cuyas
concentraciones  finales en las mezclas variaron desde 5 X 107
M hasta 10_10 M. Las mezclas se incubaron durante 10 min a temperatura
ambiente y con agitacidén suave. En las muestras fijadas se determind

el porcentaje de adhesidn.



V. RESULTADOS

A. Cinetica de adhesibn.de trofozoitos de la cepa HK-9 de Entamoeba
histolytica a gldébulos rojos humanos (condiciones iniciales)

La primera serie de experimentos tuvo como fipalidad, reproducir
la cinética de adhesién amibiana a gldébulos rojos humanos obtenida
anteriormente en el laboratorio por Cano-Mancera (tesis doctoral,
comunicacién personal); en la que se observé que la adhesibén aumentd
rapidamente durante los primeros 5 min, después se incrementd en
forma asintdtica en funcién del tiempo de incubacién y cuya velocidad

inicial era de 12 %/min.

El modelo experimental inicial consistié en: 1) mezclar 2.5
ml de una suspensién de 5 X 106 CR con un volumen igual de una
suspensidén de 5 X 10& amibas, para obtener una concentracién de
10Zl amibas/ml y una relacién de 100 GR por amiba; 2) incubar la
mezcla con agitacién suave y constante; 3) tomar a tiempos
predeterminados  muestras que se fijaron  inmediatamente con
glutaraldehido y 4) determinar mediante observacién al microscopio
los porcentajes de adhesién (i.e., la proporcién de los complejos

amiba-GR) en funcién del tiempo (Fig. 1).

Los resultados obtenidos en estos experimentos fueron similares
a los de Cano-Mancera, es decir, la adhesidén aumenté en funcibén
del tiempo de incubacién -hubo 40% de complejos amiba-GR en 1los
primeros 5 min y 90% a los 60 min de incubacién (Fig. 2)- y las
velocidades de adhesién fueron 7 %/min en el intervalo de 0.2 a
2 min, 8.7 %/min en el intervalo de 2 a 5 min y 3.9 Z/min eﬁ el
intervalo 5 a 10 min (calculadas a partir de los porcentajes de
adhesi6n de la Fig. 2, con la ecuacién: V = (Adhesidn t2 - Adhesién
tl)f(t2 - t;); en donde V es la velocidad de adhesion, la adhesidn

se expresa porcentualmente y el tiempo en min).



FIGURA 1. Aspecto microscépico de los gldbbulos

rojos adheridos a los trofozoitos de E. histolytica.

Se distinguen claranénte amibas libres (a), eritrocitos
libres (RBC) y complejos amiba-eritrocito (a-RBC).
Contraste de fases, (Cortesia de Lopez-Revilla

y Cano-Mancera).
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FIGURA 2 Cinética de adhesidn de trofozoitos

de la cepa HK-9 de Entamoeba histolytica a_gldébulos

rojos humanos (condiciones iniciales). Se mezclaron

volimenes iguales de wuna suspensién amibiana con
otras de glbébulos rojos (GR); 1las concentraciones
finales en las mezclas fueron 10& amibas/ml y 106
GR/ml. Las mezclas se incubaron a 25°C con agitacién
suave, OSe tomaron muestras a los tiempos indicados
y se fijaron con glutaraldehido. Cada simbolo representa
el promedio y la desviacidn estandar de los porcentajes
de adhesién obtenidos en cuatro experimentos inde-

pendientes.
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Par lo tantc, se concluvd que la cinfética de adhesidén si era
reproducible, aunque la velocidad inicial de adhesién (\'O) encontrada
bajo las condiciones de este sistema experimental era muy alta
para poder cuantificarla en forma precisa, Por tal motivo, con
el objeto de obtener condiciones adecuadas para la determinacidn
precisa de la \'0, es Jecir, condiciones con las que la \'0 fuese
menor, se decidié disminuir la concentracién de GR en las mezclas

de incubacidn.

B. Efecto de la concentracion de globulos rojos sobre la velocidad
inicial de adhesién de trofozoitos de la cepa HK-9

1) 10':’ a lOb por ml

Para analizar el efecto de una menor concentracién de GR sobre
la \'0, se hicieron experimentos a tiempos cortos (0.2, 2 y 5 min)
con trofozoitos de la cepa HK-9 y eritrocitos del grupo sanguineo
0. La concentracidén amibiana en las mezclas de incubacidén se mantuvo
constante (1()& amibas/ml), mientras que la de los GR se varid desde
107 hasta 106 por ml.

Se encontré que 1la adhesién aumentd proporcionalmente con
la concentracién de eritrocitos. Fué similar con &4 X 105 hasta
106 GR por ml a los 2 min, v con 6 X 105 hasta 106 GR por ml a
loes 5 min de incubacidén; desde los 2 min hubo seis veces mayor
adhesidn con 6 X ]05 que con 105 GR por ml; con 105 y 2 X 105 GR
por ml, no hubo adhesidn detectable a los 0.2 min (Fig. 3). Con
o X 10':J hasta l(}6 GR por ml, la proporcién de complejos amiba-GR
fué similar a la encontrada anteriormente por Cano-Mancera (40
a 48 %) con 106 GR/ml (comunicacién personal), mientras que con
10° GR/ml fué de solamente BZ.

Las evidencias anteriores indicaron que la Yo si dependia
de la concentracién de GR v empezaba a disminuir con concentraciones
menores de 6 X 105 GR/ml. Al calcular las velocidades de adhesién

para los intervalos de 0.2 a 2 min v de 2 a 5 min de incubacibn,



FIGURA 3., Efecto de la concentracidén de geléhules

rojos sobre la cinética de adhesién de trofozoitos

de la cepa HK-9. Se wusd una concentracién fija

de amibas (lo&lml) y las siguientes concentraciones
de GR (por ml): 105 (® ), 2 X 105 (®m ), 4 X
10° (A), 6 X 100 (O), 8 % 10° (Og) vy 10°
( A ). Incubacibn como en la Fig.2.
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se observd que éstas aumentaron en forma directamente proporcional

; 5
con la concentracién de GR cuando ésta estuvo entre 105 v 4 X 10

por ml e inclusive hasta 6 X 105 GR/ml, al considerar el intervalo
de 2 a 5 min (Fig. 4). Mediante andlisis de regresion lineal de
la velocidad de adhesidén obtenida en dichos intervalos de concentracidn

eritrocitica, se obtuvieron las siguientes ecuacicnes de velocidad:

= 2.5 X 107 (GR/ml) - 0.60, (r’ = 0.99) y

(GR/ml) + 0.27, (2 = 0.99).

V0.2 a 2 min

\'2 a5 R = 1.5 X 10

-5

Por lo tanto, la velocidad calculada en el intervalo mas corto
de tiempo (0.2 a 2 min) fué 1.7 veces mayor que la velocidad en
el intervalo mayor (2 a 5 min). Sin embargo, con concentraciones
mayores de GR, ambas VO tuvieron valores similares, maximos

(9.5 Z/min) y constantes (Fig. 4).

Estos hallazgos fueron de gran trascendencia para el trabajo
subsecuente, ya que indicaban que bajo las condiciones experimentales

previas a este trabajo, la V., habia sido '"mixima" e implicaban
J

0
que con concentraciones de GR menores de 6 X 105 por ml, se tendrian
condiciones de velocidad de adhesién "submdxima" que permitirian,

por una parte, medir con mayor precisién la V y por la otra,

0'
explotar estas nuevas condiciones del sistema en la caracterizacidn
ulterior de la adhesion amibiana y sobre todo del efecto de sus

inhibidores, a los que deberia ser mucho mAs sensible.

2) 10 abX 105 GR por ml

Para afinar estos resultados y asegurar que en adelante se
trabajaria =n las condiciones mis convenientes de velocidad submdxima,
se probaron concentraciones aiin menores de GR. Se hizo un experimento
en el que la concentracién final de GR varid desde 104 hasta 6
X 10° por ml. La mezcla de adhesién se incubé dnicamente por 5
min debido a que: 1) en tiempos menores de 2 min y con concentraciones
menores de 2 X 10° GR/ml, 1la adhesién fué minima (ver Fig. 2) y
2) el medir la adhesiéon a tiempos mayores de 5 min no garantizaba

la exactitud requerida de la velocidad inicial.



FIGURA 4. Efecto de la concentracidén de glébulos

rojos sobre la velocidad inicial de adhesién de

. trofozoitos de la cepa HK-9. La velocidad inicial

de adhesién se «calculd con 1los resultados de la
Fig.3 y 1la ecuacién V = (Adhesién ty - Adhesidn
Ll)/(tz - t]), en donde V es la velocidad de adhesibn

calculada con los datos de 1la adhesidén encontrada

a los tiempos tl ¥ t2 después de haber efectuado -

las mezclas de adhesidn. Velocidades calculadas
para los periodos de 0.2 min a 2 min ( Q ) y de
2 min a 5 min (@ ).
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Bajo estas condiciones se encontré que la Vo aumentd
proporcionalmente con la concentracién de GR durante todo el intervalo
de concentraciones probadas. FEste hallazgo resultd interesante
para el analisis de la adhesién amibiana, porque indicaba que .a
cinética de adhesién podria analizarse a velocidad submixima en
un intervale lineal Dbastante amplio de concentraciones de OGR, vy

bajo tales condiciones podria caracterizarse mejor.

Por lo tantc., con estos experimentos se pudo concluir que
finalmente se contaba con las condiciones que definfan un sistema
sensible y preciso para la medicién de la VO. Estas condiciones
eran: 1) 104 amibas/ml, 2) 10* a 6 X 10° GR por ml y 3) un periodo

Ge incubacidn de 5 min.

la velocidad determinada a los 5 min de incubacién, se utilizd
subsecuentemente como el valor minimo conveniente para calcular
ta "'0. porque a tiempos mds cortos la VO era minima y a tiempos
mas largos no se garantizaba su cuantificacién apropiada. La Vo
obtenida con las condiciones iniciales de incubacidén para la cepa
HK-9 (9.5 %/min; ver Fig. 4), disminuyé 31.7 veces (0.3 %/min),

cuando se utilizd 1 GR/amiba.

Las nuevas condiciones que hicieron al sistema mis sensibles,
se utilizaron inmediatamente para comparar la VO de diferentes

cepas amibianas.

C. Efecto de la concentracidn de gldébulos rojos sobre la velocidad
inicial de adhesién de trofozoitos de cinco cepas de Entamoeba
histolytica

Para conocer la VO de diferentes cepas de E. histolytica,
se incubaron mezclas que contenian 104 amibas (cepas HK-9, HM-1,
HM-2, HM-3 y HM-38) y 1-60 X 104 GR por ml a temperatura ambiente;
a los 5 min se fijaron muestras con glutaraldehido y se determind
en ellas la proporcién de complejos amiba-GR. Se calculd 1la VO

con la ecuacién: V. = Adhesidén. . /5 min.
0 5 min



La adhesién en todos los casos aumentd en forma directamente
proporcional a la concentracién de GR y se distinguieron claramente

dos grupos: el de las cepas HK-9 y HM-3 con V. mas altas y el de

0
las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 con VO menores (Fig. 5). Mediante
regresién por minimos cuadrados de los experimentos respectivos,
se obtuvieron las ecuaciones que describen la VO de cada cepa en

funcién de la concentracién de GR (Tabla 3).

Con estos resultados se vid que las VO de los trofozoitos
de las cepas HK-9 y HM-3 fueron mAs altas y similares entre ellas
y en promedio 2.3, 4.3 y 7.5 veces mayores que las de los trofozoitos

de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 respectivamente.

Las constantes de velocidad ("A") obtenidas con las ecuaciones
de cada cepa se compararon estadisticamente para ver si eran
significativamente (p < 0.05) similares o diferentes entre si.
Los resultados (Tabla 4) no mostraron diferencias significativas
entre las constantes de velocidad de los trofozoitos de las cepas
HK-9 y HM-3 (p = 0.19), pero indicaron que los pardmeiros respectivos
de ambas si eran significativamente diferentes a los de los trofozoitos
de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 (p <0.05); por 0ltimo, el analisis
estadistico probé que las constantes de velocidad de los trofozoitos
de las tres (ltimas cepas también eran significativamente diferentes

entre si (p <0.05).

De estos experimentos se concluyd que la VD: 1) es directaminte
proporcional a la concentracién de GR en el intervale de 10" a
6 X 105 por ml, 2) es semejante y maxima para trofozoitos de las
cepas HK-9 y HM-3, y menor para las cepas HM-1, HM-2 y HM-38, 3)
es un parametro especifico de cepa y, por lo tanto, &) constituye
un criterio adecuado para comparar la adhesién de diversas cepas

amibianas.

Una vez concluida esta fase experimental se exploré la cinética
de adhesién amibiana por tiempos mds largos bajo las nuevas condiciones
experimentales que aseguraban velocidad submdxima y linearidad
en funcidn del tiempo de incubacidn.



FIGUR/ 5., Efecto de 1la concentracién de gplébbulos

rojos sobre la velocidad inicial de adhesidén de

trofozoitos de cinco cepas de Entamoeba histolytica.

La concentracién amibiana en las mezclas de incubacién
se mantuve fija (104 amibas/ml). Se tomaron muestras
a los % min de incubacién y se calculé la velocidad
inicial de adhesién con la ecuacién VO = Adhesiéns i F
5 min, Los simbolos representan el promedio de
la velocidad inicial de adhesion calculada en
experimentos hechos por triplicado con trofozoitos
de las cepas HK-9 (Q ), HM-1 ( @), HM-2 ([ ), HM-3
(&) y HM-38 (R ).
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TABLA 3. Ecuaciones de la velocidad inicial de
adhesién de cinco cepas de

E. histolytica

Coeficiente de
correlacibn

Cepa Ecuacién? {rz)
HK-9  14.0 X 10°° (GR/m1) + 0.33 0.99
HM-1 5.8 X 10~°% (GR/m1) + 0.18 0.99
BM-2 3.1 X 107° (GR/m1) + 0.17 0.93
HM-3  12.8 X 107° (GR/ml) + 0.25 0.99
HM-38 1.8 X 10°% (GR/m1) + 0.22 0.90

8Calculada a partir de los experimentos de la
Fig. S

VO (%Z/min) = A (GR/ml) + b; en donde V. =
velocidad inicial de adhesién; A = Qonstante
de velocidad; b = ordenada al origen obtenida
por extrapolacidn.



TABLA 4. Comparacidn de las constantes de
velocidad de la adhesidén (A) de
trofozoitos de E. histolytica a

GR humanos

Grupos

comparativos _62 A b
de cepas A X 10 relativa P
HK-9 14.0 * 0.8 1.00 -
HM-1 5.8 * 0.7 0.41 - <0.02
HM-2 3:1 = B:5 0.22 <0.005
HM-3 12.8 £ 0.6 0.91 0.19
HM-38 1.8 = 0.4 0.13 <0.005
HM-1 5.8 t 0.7 1.00 -
HM-2 3.1 % 0.5 0.53 <0.005
HM-3 12.8 £ 0.6 2.21 <0.01
HM-38 1.8 * 0.4 0.31 <0.02
HM-2 3.1 & 0.5 1.00 -
HM-3 12.8 £ 0.6 4.13 <0.005
HM-38 1.8 £ 0.4 0.58 <0.05
HM-3 12.8 £ 0.6 1.00 -
HM-38 1.8 £ 0.4 0.14 <0.005
9patos de la Tabla 3

Obtenida con la prueba de t de Student

de dos colas y. (n-1) grados de

libertad.
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D, Cinética de adhesién de trofozoitos de la cepa HK-9 bajo condiciones
de velocidad submaxima

Para definir las condiciones bajo las cuales las curvas de
la cinética de adhesién con velocidad submidxima fueran lineales,
se hicieron experimentos con 10":| amibas/ml de la cepa HK-9 (una
A, 2 X 106 ¥ 5 X 104 GR por ml, porque
con ellas se obtuvo anteriormente la VD mis baja (ver Fig. 5).

de las dos mis rapidas) y 10

La dincubacién se llevé a cabo durante 40 min; se tomaron muestras
cada 5 min durante los primeros 30 min y una Gltima muestra al

término de la incubacidn.

Los resultados se muestran en la Fig. 6. Las cinéticas hechas
con l{)t' y 2 X 10" GR por ml fueron similares; en ellas, la adhesidn
durante los primeros 10 min de incubacibébn fué menor del 10%Z; de
lJos 10 a los 30 min la cinética de adhesién fué lineal y llegd
al 45%; a los 40 min ya no hubo incremento de la adhesidén. En cambio,
con 5 % 10° GR/ml la cinética fué lineal y mis répida durante los
primeros 15 min de incubacidén; en los tiempos posteriores la adhesién

aumentd también linealmente y llegd al 67% a los 40 min.

Se concluyd que 5 X 10‘l GR/ml era la concentracibén mis apropiada

para realizar el estudio comparativo de las cinéticas de adhesién
de las cinco cepas, porque a esa concentracidon la VU fué constante
(ver Fig. 5), lo que se manifestd por la linearidad de la curva
y porque hubo mayor adhesién en un intervalo mis amplio de tiempo
(15 min) que en las cinéticas hechas con 10" y 2 X 104 GR por ml;
lo que hacia suponer que con cepas mis lentas que HK-9 también
se podria cuantificar la adhesiédn.



FIGURA 6. Cipnética de adhesién de trofozoitos de

la cepa HK-9 bajo condiciones de velocidad subméxima.

Se wusd una concentracibén fija de amibas {104 por
ml) y las siguientes concentraciones finales de
GR (por ml): 10 (A ), 2 x 10 (m) o 5 x 10*
( ® ). Los simbolos representan el promedio de

adhesibn de dos experimentos.
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E. Cinética de adhesién de trofozoitos de cinco cepas amibianas
a GR humanos de los grupos sanguineos mayores ABO, bajo condiciones
de velocidad submixima

Con el propésito de comparar la cinética de adhesidn de diferentes
cepas de E. histolytica, v obtener ecuaciones particulares con
las que se determinaran pardmetros de adhesién con la mayor precisiotn;
se incubaron mezclas que contenian 101. amibas/ml, de las cepas:
HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 o HM-38; y 5 X 104 GR/ml de los GS mayores

A, Bu 0,

No hubo diferencias notables en la adhesién de los trofozoitos
a los eritrocitos de los tres GS utilizados, excepto para las cepas
HK-9 y HM-3, donde las curvas de adhesién a GR "O" se separaron
claramente de las curvas de los GR "A" y "B" a partir de los 10

min de incubacién (Fig. 7).

Estos resultados sugieren que: 1) la adhesidén de trofozoitos
de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 parece estar mediada por componentes
comunes en los GR,'que son diferentes a los determinantes de los
GS mayores ABO y 2) la adhesién de trofozoitos de las cepas HK-9
y HM-3 pudiese ser similar a la de las primeras cepas (particularmente
para el GS 0), y estar mediada también por los determinantes antigénicos
de los GS A (GalNAc) y B (Gal; ver Tabla 2).

Para contar con una curva especifica y representativa de
la cinética de adhesién de cada cepa amibiana a los GR, se promediaron
los porcentajes de adhesidén obtenidos en cada tiempo con los tres
GS para cada cepa (Fig. 8).

En todos los casos 1la adhesién durante los primeros 15 min
fué proporcional al tiempo de incubacién y mis répida que a tiempos
posteriores. A los 5 min de incubacién la adhesién promedio fué
de 13.5% y 10.2% para las cepas HK-9 y HM-3 respectivamente, mientras
que la adhesién promedio para los trofozoitos de las cepas HM-1,
HM-2 y HM-38 fué 3.2%, 2.8%2 y 2.1Z respectivamente, La adhesién
promedio de los trofozoitos de las cepas HK-9 y HM-3 a los 15 min
de incubacién permanecié superior (30.5%2 y 27.3%7 respectivamente)
a la de HM-1 (10.9%), HM-2 (10.6%) y HM-38 (10%).



FIGURA 7. Influencia del grupo sanguineoc mayor de

los GR sobre 1la adhesidén a trofozoitos de cinco

cepas amibianas, bajo condiciones de velocidad subméxima.

Se incubaron mezclas con 104 amibas/ml y 5 GR/amiba
de cada uno de 1los GS mayo;es 0 ), & (B3 ©
B (A ). A los tiempos indicados se fijaron muestras
con glutaraldehido y en ellas se determiné la adhesién.
Los simbolos representan el promedio de 1la adhesién

de tres experimentos.
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FIGURA 8. Cinética de adhesién  de trofozoitos

de cinco cepas ba jo condiciones de velocidad
submédxima. Se promediaron los porcenta jes de

adhesidn encontrados en los nueve experimentos
hechos con los tres GS para cada cepa (descritos
en la Fig. 7). Cinéticas de trofozoitos de las
cepas HK-9 ( O ), HM-1 ( @ ), HM-2 ( O ),
HM-3 (A ) vy HM-38 (W ).
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Por regresi6én con minimos cuadrados, se obtuvieron las ecuaciones
particulares que describen 1la cinética de adhesién promedio de
. i : a0 4

cada cepa durante los primeros 15 min de incubacién con 5 X 10

GR/ml y 104 amibas/ml (Tabla 5).

Las velocidades iniciales promedio obtenidas con las ecuaciones
se compararon estadisticamente (Tabla 6). Las cepas HK-9 y HM-3
no fueron significativamente diferentes entre si (p = 0.96), pero
si difirieron de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38, que a su vez fueron

similares entre ellas.

Con estos resultados se observéd que habia perfecta correlacién
entre la Vo (ver Fig., 5) y la cinética de adhesién (ver Fig. 8);
es decir, los trofozoitos de las cepas HK-9 y HM-3 que tuvieron
la mayor Vo correspondieron a los mayores porcentajes de adhesidn,
mientras que las cinéticas de las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 cuyas

VO fueron menores, permanecieron igualmente bajas.

Las conclusiones de esta serie de experimentos sobre la cinética
de adhesién de diferentes cepas amibianas fueron: 1) la VD de 1la
cinética de adhesién es directamente proporcional al tiempo de
incubacién (15 min). con 5 GR/amiba vy 10& amibas/ml; 2) existe
correlacibén entre VO y la cinética de adhesién de cada cepa amibiana
y ambas permiten establecer dos grupos de cepas amibianas: el primero,
con las velocidades de adhesién mas altas, formado por las cepas
HE-9 y HM-3; y el segundo constituido por 1las cepas HM-1, HM-2
y HM-38 con menores ?0; y 3) se confirm6 el hallazgo previo de
que la VD es un parametro especifico que permite distinguir entre
diferentes cepas amibianas.

Con esta parte del trabajo se terminaron de definir las
condiciones que hicieron a los ensayos de adhesién mds sensibles
y precisos de manera que pudieran explorarse y cuantificarse mejor
aspectos tales como: la adhesidén sucesiva de GR a complejos amiba-GR

y el efecto de inhibidores especificos de la adhesién amibiana.



TABLA 5. Ecuaciones de la adhesidn
amibiana en condiciones de
velocidad subméxima

Coeficiente de

correalacién
Cepa Ecuacién® (rz}
HK-9 1.69 (t) + 5.5 0.95
HM-1 0.77 (t) + 0.004 0.92
HM-2 0.75 (t) - 0.3 0.90
HM-3 1.71 (t) + 3.1 0.91
HM-38 0,44 (t) - 0.3 0.90

“Calculada a partir de los experimentos
de la Fig. 8.

Adhesién(%) = VO (t) + b; en donde V, =
velocidad inicial de adhesién; t
tiempo de incubacién (en min); b
ordenada al origen obtenida por
extrapolacidn.

nauno
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TABLA 6. Comparacibén de las velocidades
iniciales de adhesién a GR
humanos de trofozoitos de
E. histolytica

Grupos Velocidad inicial de
comparativos adhesibn b
de cepas Absoluta® Relativa P
HK-9 1.69 £ 0.5 1.00 -
HM-1 0.77 & 0.2 0.46 <0.05
HM-2 0.75 £ 0.2 0.44 <0.05
HM-3 1.71 & 0,3 1.01 0.96
HM-38 0.74 * 0.2 0.44 <0.02
HM=-1 1 NG i . 1 T 1.00 -
HM-2 0.75 * 0.2 0.97 0.53
HM-3 1.71 £ 0.3 2.22 <0.01
HM-38 QL6 & 0,2 0.96 D.77
HM-2 .75 & Q.2 1.00 .-
HM-3 1.+71 % 043 2.28 <0.02
HM-38 0.74 + 0.2 0.96 0.93
HM-3 1.1 % 0,3 1.00 --
HM-38 0.74 = 0,2 0.43 <0.01

2Datos de la Tabla 5.

bObtenidos con la prueba de t de Student
de dos colas y (n-1) grados de
libertad.
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F. Cinética de formacién de complejos de adhesidén especificos

El modelo matemitico de la adhesiéon de amibas a eritrocitos
desarrollado por Herndndez-Lerma et al. (1982), postula la existencia
de etapas discretas en la formacién de complejos de adhesion en
las que las amibas se unen sucesivamente a uno, dos, tres, ...,

n GR cuyas tasas de asociacién y disociacién son constantes.

Para tratar de averiguar experimentalmente si esta suposicién
era cierta, se traté de analizar si la velocidad de adhesién de
los eritrocitos unidos sucesivamente a las amibas era en realidad
constante. Para ello, en los experimentos descritos en el apartado
anterior para las cinéticas de adhesién bajo condiciones de velocidad
submAxima, se cuantificaron los diferentes complejos de adhesién,
es decir, los porcentajes de amibas que tenian uno, dos, tres o
mids GCR adheridos en las muestras de cada tiempo de incubacidén vy
de cada GS usado.

Se encontré adhesién de los trofozoitos de las cinco cepas
a un solo GR (complejos hl} desde los 5 min, la cual se incrementd
en forma asintética en funcién del tiempo de incubacién y como
se esperaba por las condiciones experimentales, representé el mayor
porcentaje del total de los complejos de adhesién con dos {hz),
tres (A3), cuatro (Aa} y cinco (ks} GR por amiba (Fig. 9).

Se observé la aparicién de complejos con dos GR (Az) desde
los 5 min, pero solamente para las cepas HK-9 y HM-3; su incremento
al igual que el de los complejos Al fué claramente asintético en
funcién del tiempo de incubacién, y a los 40 min representaban
el 11.7% (HK-9) y 6.9%2 (HM-3) del total de complejos. Para las
cepas HM-1, HM-2 y HM-38 la aparicién de estos complejos fué posterior
a los 5 min; su incremento fué lineal a lo largo del tiempo de
incubacién y representd solamente 2.2%, 2.3% y 0.9% del total de

complejos a los 40 min de incubacién, respectivamente (ver Fig.
2).

Los complejos con tres GR adheridos (AB) tuvieron una aparicidn

muy lenta y en la wmayoria de las cepas se apreciaron a partir de



FIGURA 9. CinéLica de formacién de complejos de amibas

con_ uno o més GR adheridos. De los experimetos descritos

en la Fig., 7 también se cuantificé el nimero de amibas
que tenian uno ¢t O 3 dos ({ ® ), tres
( O ), cuatro ( @ ) o cinco (A ) GR adheridos. La
figura representa el promedio de los nueve experimentos
hechos con los tres GS en cada cepa amibiana.
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los 10 min de incubacién (ver Fig. 9). La proporciéon de complejos
%
las cepas restantes, a los 40 min de incubaciédn.

en las cepas HK-9 (5,5%Z) y HM-3 (l.3%Z) fué mayor que las de

la formacién de complejos A,y AS se encontrd Unicamente
con trolozoitos de la cepa HK-9; sin embargo, su nimero fué tan

bajo que tales resultados no pudieron analizarse con confianza.

Estos resultados indican que en este sistema experimental;
la adhesién de los GR es un evento secuencial, y que las cepas
que tienen mayor VO v los mayores porcentajes de adhesién, son

tamhifn las que mas GR pueden adherir a su superficie.

Por otra parte, el andlisis de la relacién entre los complejos
(An+lA“}. es decir, la relacidn entre A, con la poblacién inicial
de amibas (A1fﬁ0), ﬂl con AZ {ﬂzfﬁl) y Az con k3 (A3/A2); mostro
que tales relaciones fueron lineales durante los primeros 15 o

20 min de incubacibén (Fig. 10).

Las pendientes de las curvas formadas por las relaciones
Al/AO y Azfﬁl, en las cepas HM-2 y HM-38 fueron semejantes entre
si (0.007); el valor de las pendientes fué aproximadamente el doble
(0.013) en la cepa HM-3 para las mismas relaciones e incluso para
la relacién A3Zﬂ2. En cambio, las pendientes de las curvas formadas
por la relacién Azfﬁl de las cepas HK-9 y HM-1, tuvieron un valer
cercano al doble del de las pendientes obtenidas en la relacién
nlfao (0,017 y 0.013, respectivamente).

Las conclusiones generales de esta etapa del trabajo son

las siguientes:

1) Existen dos grupos con caracteristicas claramente opuestas
en las cinco cepas de E. histolytica que hemos estudiado: a) el

de las cepas HK-9 y HM-3 que tienen la mayor V., los mayores porcentajes

0’
de adhesibén, que adhieren el mayor nimero de GR, y cuya adhesién
a GR "0" es diferente a la adhesién de GR "A" y "B"; y b) el de

las cepas HM-1, HM-2 y HM-38 que tienen menor V los menores

0’
porcentajes de adhesién, que adhieren solamente uno o dos GR, vy



FIGURA 10. Relacibn de complejos de adhesion

(An+1/An) en funcién del tiempo. Relaciones entre

complejos de amibas con un GR adherido (Al) y amibas

libres (&0}. AIN\O ( O ); complejos de amibas con
dos GR adheridos (Az) y complejes A]. Azfﬁl ( @ ):
y complejos de amibas con tres CR adheridos {33)

y complejos Ags AB/RZ (0).
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cuya adhesién no es infuida por los GS mavores ABO.

2) Por lo tanto, las caracteristicas antes sefialadas constituyen

parimetros especificos de adhesidén para las cepas de E. histolytica.

G. Efecto de carbohidratos sobre 1la adhesidén de los trofozoitos
a glébulos rojos de los grupos sanguineos mayores ABO

Uno de los criterios mAs usados para conocer la naturaleza
de las moléculas involucradas en la adhesibén de los gérmenes patdgenos,
consiste en wusar carbohidratos con la idea de observar posibles
efectos inhibitorios competitivos de los mismos sobre la adhesidn.
Basados en estos hechos, en esta etapa del trabajo se us6é este
enfoque, como uno de los criterios iniciales para conocer la naturaleza
de las moléculas involucradas en el reconocimiente de 1o GR por
los trofozoitos de E. histolytica.

Para estos experimentos se utilizaron catorce monosacaridos
o disacéridos, entre los que se encuentran los seis carbohidratos
mas comunes en la superficie de las células de mamifero (ver Tabla
1) y que forman parte de los receptores de otros microorganismos
patbgenos. -

Debido a que esta seccibn del trabajo es la mas extensa, se
ha dividido en cinco partes que se describen a continuacidn.

1. Efecto general de los carbohidrates a concentracidén fija (50 mM)

Para la realizacién de estos experimentos, se incubaron mezclas
con ]04 amibas/ml (cepas: HK-9, HM-1, HM-Z, HM-3 o HM-38) con &
GR/amiba (de los GS A, B u 0), por 10 min s temperatura ambiente
en medio TP con o sin carbohidrato (50 mM).

Los catorce carbohidratos empleados, se dividieron en cuatro
grupos principales: 1) grupo Gal en el que se incluyd a la Gal
y sus andlogos (GalNAc, Lac, Mel y Fuc); 2) grupo Glc en el que

TESIS CON
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cuya adhesidn no es infuida por los GS mavores ABO.

2) Por lo tanto, las caracteristicas antes sefialadas constituyen
parametros especificos de adhesibn para las cepas de E. histolytica.

G. Efecto de carbohidratos sobre la adhesidén de los trofozoitos
a glébulos rojos de los prupos sanguineos mayores ABO

Uno de 1los criterios mAs usados para conocer la naturaleza
de las moléculas involucradas en la adhesibén de los gérmenes patbgenos,
consiste en wusar carbohidratos con la idea de observar posibles
efectos inhibitorios competitivos de los mismos sobre la adhesién.
Basados en estos hechos, en esta etapa del trabajo se usd este
enfoque, como uno de los criterios iniciales para conocer la naturaleza
de las moléculas involucradas en el reconocimiento de 1oz GR por
los trofozoitos de E. histolytica,

Para estos experimentos se utilizaron catorce monosacaridos
o disaciridos, entre los que se encuentran los seis carbohidratos
més comunes en la superficie de las células de mamiferc (ver Tabla
1) y que forman parte de los receptores de otros microorganismos

patbgenos.

Debido a que esta seccién del trabajo es la mis extensa, se

ha dividido en cinco partes que se describen a continuacidn.

1. Efecto general de los carbohidratos a concentracién fija (50 mM)

Para la realizacién de estos experimentos, se incubaron mezclas
con 104 amibas/ml (cepas: HK-9, HM-1, HM-2, HM-3 o HM-38) con &
GR/amiba (de los GS A, B u 0), por 10 min s temperatura ambiente

en medio TP con o sin carbohidrato (50 mM).

Los catorce carbohidratos empleados, se dividieron en cuatro
grupos principales: 1) grupo Gal en el que se incluyd a la Gal

y sus andlogos (GalNAc, Lac, Mel y Fuc); 2) grupo Glc en el que
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se incluyé a la Glc y sus anadlogos (GlcNAc, Mal y Sac); 3) grupo
Man en el que estaban Man y dos andlogos (ManNAc y m-Man) y 4)

las pentosas Fru y Xil.

Se encontrd inhibicién de la adhesidén amibiana por todos los
carbohidratos utilizados (Figs. 11 a 15). La adhesién generalmente
fué inhibida en proporcibén semejante por aziicares de un grupo dado,
en todas las cepas y (S; sin embargo, existieron excepciones que
por ello constituyen hallazgos interesantes. A continuacién se

describen lus resultados por grupo de carbohidratos.

Grupo Gal. La adhesién relativa de trofozoitos de las cepas
HK-9, HM-2, HM-3 y HM-38 en presencia de Mel, GalNAc, Lac y Gal
siempre fué menor de 0.5 (Figs. 11, 13, 14 y 15, respectivamente)
y para HM-1 menor de 0.2 (Fig. 12); en cambio con D-Fuc, la adhesién
fué menor de 0.5 y llegd a ser mayor de 0.8 en casos como HM-2
(Fig. 13) y HM-38 (Fig. 15).

Grupo Glc. La adhesi6én fué poco inhibida con Gle o sus andlogos.
GlcNAc fué el carbohidrato que més la inhibibé, especialmente con
la cepa HM-38 en donde la adhesi6n relativa fué 0.4 con los GS
"A" y "B", y 0.2 con el grupo "0" (Fig. 15). Sac y Mal inhibieron
principalmente la adhesién de las cepas HM-1, HM-3 y HM-38 (Figs.
12, 14 y 15, respectivamente). La adhesién en presencia de Glc
siempre fué mayor de 0.8, la mayoria de las veces su efecto fué
similar al control e incluso en ciertas ocaciones mayor, como en
la cepa HK-9 con GR "A" y GR "B" (Fig. 11) y en HM-1 y HM-2 con
GR "A" (Figs. 12 y 13, respectivamente).

Gruopo Man. Los carbohidratos de este grupo fueron mas inhibitorios
que los del grupo Glc, pero a la vez menos potentes que los del
grupo Gal. La adhesidén de los trofozoitos a GR "A" fué poco inhibida
en presencia de Man, m-Man y ManNAc, excepto en la cepa HEK-9 e
la que el mayor efecto inhibitorio se observé con GR "B" (Fiy
11).

Pentosas. La adhesi6én relativa de los trofozoitos cuande 4.

o Fru estuvieron presentes, en general fué mayor de 0.8, excepl



94

FIGURA 11. Efecto de diversos carbohidratos s concentraciodn
constante (50 mM) sobre 1la adhesibén de trofozoitos
de la cepa HK-9, Se prepararon susupensiones amibianas
y de GR de los GS O (B ), A (E) vy B (O ) en medio

TP al que se adicionaron azlcares especificos a

concentracién final 50 mM. Las mezclas con 104 amibas/ml
¥y 5 X 10"4 GR/ml se dincubaron 10 min a temperatura
ambiente. Los simbolos representan resultados obtenidos
por triplicado y normalizados con respecto al control

correspondiente (TP sin adiciones) en cada experimento.
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FIGURA |.. Efecto de diversos carbohidratos a concentracidn

constante (50 mM) sobre la adhesibén de trofozolites

de la cepa HM-1. Condiciones como en la Fig. 11. Gldébulos
rojos de los GS O (B ), A (BE )y B (O).
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FIGURA 13. Efecto de diversos carbohidratos a concentracidn

constante (50 wmM) sobre la adhesidén de trofozoitos

de la cepa HM-2. Condiciones -como en- la Fig. 11. Glébules

rojos de los GS O (), A (@ )y B (O).
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FIGURA 14, Efecto de diversos carbohidratos a concentracidn

constante (50 mM) sobre la adhesién de trofozoitos

de la cepa HM-3. Condiciones como en la Fig. 11. Glébulos
rojos de los GS O (B ), A (@) vy B (0O).
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diversos carbohidratos a concentracitn
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con las cepas HM-1, HM-3 y HM-38 y GR "O" (Figs. 12, 14 y 15,

respectivamente).

De estos experimentos se concluyé oque existen tres residuos
de carbohidratos involucrados en la adhesién amibiana; Gal, Glc

y Man, cuyo efecto inhibitorio se observé claramente.

2. Anadlisis estadistico de la inhibicién de la adhesién por los
carbohidratos usados a concentracién fija (50 mM)

Se analizdé el efecto inhibitorio de cada carbohidrato mediante
la prueba de t de Student, comparando la adhesidn obtenida en presencia
de cada azlcar, con la obtenida para cada centrol. Se censiderd

que la inhibicién fué significativa para una p X 0,05.

Grupo Gal. Todos 1los carbohidratos de este grupo inhibieron
significativamente la adhesién de los trofozoitos de las cinco
cepas a los eritrocitos de los tres GS utilizados (Fig. 16). Lac
inhibi6é la adhesidén en mayor grado que el resto de los carbohidratos
de este grupo, y su mayor efecto se encontré con la cepa HM-3 vy
los tres GS; mientras que GalNAc, Gal y Mel inhibieron principalmente
la adhesién de la cepa HM-1. Fuc en cambio, sblo tuvo efecto inhibitorio
sobre la adhesién de la cepa HM-1 a GR "0" y GR "A", y de la cepa
HM-2 también a GR "O".

Grupo Man. Se observd inhibicibén significativa en la mayoria
de los casos. Las ocaciones en que la adhesién no fué significativa,
se observaron con los GR "A" y "B"., Por otra parte, la inhibicién
observada con ManNAc, m-Man y Man, fué similar para todas las cepas
(Fig. 17).

Grupo Glc. Como sucedié para el grupo Man, los casos en los
que la inhibicién de la adhesién no fué significativa, se observaron
con los GR "A" y "B"., La adhesién de trofozoitos de la cepa HM-2
fué inhibida significativamente sb6lo por GlcNAc. Rara vez Glc inhibid
significativamente la adhesién; {nicamente con la cepa HK-9 y GR
"A", y con las cepas HM-1 y HM-38 y GR "O" (Fig. 18).
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FIGURA 16. Efecto de galactosa o sus andlogos sobre

la adhesién de trofozoitos de cinco cepas. Los resultados

obtenidos con los carbohidratos GalNAc, Gal, Lac,
Mel y Fuc graficados en las Figs. 11 a 15 se reagruparon,
l.a figura muestra el efecto de cada uno de dichos
aziicares sobre la adhesién de las cinco cepas a eritrocitos
de los G5 O (®@ ), A (@) vy B (.0 ). Las flechas
indican los casos en que la inhibicidén no fué significativa

(p>0.05).
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FLGURA 17, Efecto de manosa o sus andlogos sobre la

adhesion de trofozoitos de cinco cepas. Los resultados

obtenidos con los carbohidratos ManNAc, m-Man y Man
graficados en las Figs. 11 a 15, se reagruparon. La
figura muestra el efecto de cada uno de dichos azlicares,
sobre la adhesién de las «cinco cepas a eritrocitos
de los GS O (@), A ( ) y B ([O). Las flechas indican
los casos en que la inhibicién no fué significativa
(p » 0.09).
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FIGURA 18. Ffecto de gplucosa o sus andlogos sobre la

adhesidn de trofozoitos de cinco cepas. Los resultados

obtenides con los carbohidratos GlcNAc, Mal, Sac vy
Gle graficados en las Figs. 11 a 15 se reagruparon.
La figura muestra el efecto de cada uno de los azilicares
mencionados sobre la adhesién de 1las cinco cepas a
eritrocitos de los GS O (B ), A (B) y B (0O ). Las
flechas indican los casos en que la inhibicién no fué

significativa (p >0.05).
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Pentosas. Se encontrdé inhibicién significativa sélo en raras
ocaciones. Fru inhibié a la cepa HM-3 con los tres GS, a la cepa
}lM-1 cvando se incubé con GR "0" y "B", y sobre HM-38 con GR "O".
Por otra parte, Xil {nicamente inhibié a las cepas HM-1 y HM-38
con GR "0" (Fig. 19).

Con este analisis estadistico se confirmé que los carbohidratos
involucrados principalmente en la adhesién amibiana contienen residuos
de Gal, en seguida los que contienen residuos de Man y Ffinalmente

los que tienen residuos de Glc.

4. lIrecuencia general de inhibicién de la adhesién de las cinco
cepas por los carbohidratos a concentracién fija (50 mM)

Para  conocer cudles carbohidratos de cada grupo participaron
mayormente en la inhibicidn de la adhesién, se cuantificd la frecuencia
sweneral de inhibicién significativa que produjo cada azlicar a partir
de las observaciones de las Figs. 16 a 19. La frecuencia méxima
de inhihicién a la que se podia 1llegar era 15 (que representaba
@] electo inhibitorio significativo en los 15 experimentos hechos
para cada carbohidrato con cinco cepas y los tres GS mayores ABOQ).

Estos resultados se resumen en la Fig. 20.

lLa frecuencia maxima de inhibicién ocurrié con cuatro azlicares

de! grupo Gal: Mel, GalNAc, Gal y Lac.

la frecuencia global de inhibicién de GlcNAc y m-Man fué similar
para ambos (11/15 y 12/15, respectivamente). La frecuencia inhibitoria
de Man y ManNAc fué mayor (9/15) que la de los aziicares restantes
del wrupo Gle; Sac inhibid ocho veces, Mal siete veces y sblo tres

Gle.

La menor [recuencia de inhibiciones se obtuvo con Fru (6/15),
Fue (3/15) y Xil (2/15).



FIGURA 19. Efecto de fructosa y xilosa sobre la adlesibn

de trofozoitos de cinco cepas. Los resultados obten dos

con los carbohidratos Fru y Xil graficades en las Figs.
1l a 15 se reagruparon. La figura representa el efecto
de cada azlcar sobre 1la .adhesién de las cinco cepas
a eritrocitos de les GS O (B ), A (B ) v B (O).
Las flechas indican los cases en que la inhibicién

no fué significativa (p > 0.05).
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FIGIU'RA 20. Frecuencia general de inhibicién de la adhesidn

de las cinco cepas a GR de los grupos sanguineos ABO

por diversos carbohidratos. Se analizdé estadisticamente

los resultades de las Figs. 11 a 15, comparando la
adhesidn obtenida con cada carbohidrato, contra la
adhesién  encontrada en el control correspondiente (sin
adiciones) en cada uno de los experimentos realizados
por cada cepa para cada GS. Las barras representan
la frecuencia de inhibicién significativa (p < 0.05)
de «cada carbohidrato, en wun total de 15 experimentos
(cinco cepas y tres GS). Carbohidratos agrupados por

poseer un monosacaride comiin o ser analogos.
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Estos hallazgos confirmaron la observacidén preliminar de que
el grupo Gal era el que intervenia mayormente en la adhesidn., e
hizo suponer que la principal adhesina amibiana media la adhesidn

a través del reconocimiento de los azicares de ésle grupo.

4, Frecuencia de inhibicién de la adhesién de cada cepa amibiana
por carbohidratos agrupados segin su composicidn

Para observar cémo era la inhibicién de cada cepa por cada
uno de los grupos de carbohidratos; de manera similar, a partir
de las Figs. 16 a 19, se cuantificé la frecuencia de inhibicién
significativa de la adhesién que cada grupc de carbohidratos causd
en cada una de las cinco cepas estudiadas. De esta manera las
frecuencias méximas que se podian obtener eran: 15 para el grupo
Gal (cinco azicares y tres GS), 12 para el grupo Glc (cuatru azicares
y tres GS), 9 para el grupo Man (tres azicares y tres GS) y 3 para
X¥il o Fru. Estos resultados se resumen en la Fig. 21.

Con Mel, GalNAc, Lac y Gal; se encontrd la misma frecuencia
de inhibicién para todas las cepas (12/15), las diferencias observadas
para las cepas HM-1 (14/15) y HM-2 (13/15) corresponden a las

inhibiciones encontradas con Fuc.

Los residuos de Glc inhibieron principalmente a la cepa HM-38
(10/12); le siguieron HM-1 (8/12) y HK-9 (5/12),y finalmente HM-2
y HM-3 (3/12).

En el grupo Man se separaron por una parte; las cepas HK-9
y HM-38, que fueron similares y ademds con mayor frecuencia inhibitoria
(8/9) que el resto de las cepas; por otro lado, las cepas HM-1
y HM-3 (6/9); y por Oltimo HM-2 (4/9).

Xil tuvo efectos significativos unicamente sobre las cepas
HM-1 y HM-38 (1/3); Fru, ademids de inhibir en ocaciones a HM-1
(2/3) y a HM-38 (1/3), tuvo siempre efecto sobre HM-3 (3/3).



FIGI'RA  21. Frecuencia de inhibicidén de la adhesién

de cada cepa amibiana por carbohidratos agrupadeos segiln

su__composicién. La figura representa la frecuencia con

que cada grupo de carbohidratos inhibid significativamente
(p £ 0,05) la adhesién de cada una de las cepas estudiadas,
¢n un total de 15 experimentos para el grupo Gal (cinco
azicares), 12 experimentos para el grupo Glc (cuatro
szlicares), 9 experimentos para el grupo Man (tres azficares)

y tres experimentos para Xil o Fru.
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Estos hallazgos constituyen evidencia clara de que hay patrones
especificos de cepa en la inhibicién de la adhesién por diferentes
carbohidratos. Fstos patrones, a su vez, probablemente indican
nue hay diferencias cualitativas v/u cuantitativas en las adhesinas
amibisnas, las cuales quizi tienen también wrades variables de

afinidad por los aziicares inhibitorivs correspondientes,

5. Frecuencia de inhibicién de la adhesi®n de eritrocitos de los
grupos sanguineos mayores ABO a trofozoitos de las cinco cepas,
por carbohidratos agrupados seglin su composicidn

Debido a que los grupos sanguineos mayores poseen distintos
determinantes antigénicos, era interesante analiza: la frecuencia
de inhibicién de los carbohidratos en relacidn con cada GS utilizado
(Is frecuencia de inhibicién significativa se obtuve, a partir

de las Figs. 16 a 19).

La frecuencia maxima de inhibicién significativa correspondid,
al total de experimentos realizados con cada grupo de carbohidratos
i las einco cepas. Para el grupo Gal el maximo fué 25 (cinco azicares),
para el grupo Gle fué 20 (cuatro azlcares), para el grupo Man fué
15 (tres azicares) y para Xil o Fru fué 5. Estos resultados se

resumen en la Fig. 22.

Generalmente 1la inhibicién fué mayor cuando la adhesién se

practicé con GR "0", aunque en ningiin caso llegd a ser méxima.

Con los carbohidratos del grupo Gal, las frecuencia de inhibicién
fué la misma para los tres GS ABO (20/25); las diferencias observadas
entre los GS "0" y "A" en el grupo Gal, corresponden a las inhibiciones

encontradas con Fuc.

La frecuencia de inhibicidén por residuos de Clc y Man para
el GS "O", fué 13/20 y 14/15, respectivamente. En el grupo Gle,
ademds fué igual la frecuencia inhibitoria para GS "A" y "B" (8/20).

K1l sdélo inhibié al €S "0", mientras que Fuc inhibid a los
tres G5 ABO.



FIGURA Lo o Frecuencia de inhibicién de la adhesidn

de eritrocitos de los grupos sanguineos mayores ABO

a trofozoitos de cinco cepas, por carbohidratos agrupados

segln su composicién. La figura representa la frecuencia

con que cada grupo de carbohidratos inhibid
significativamente (p = 0.05) la adhesién de los eritrocitos
de cada uno de los GS O, A y B en las cinco cepas.
El total de experimentos fué: 25 para el grupo Gal,
20 para el grupo Glec, 15 para el grupo Man y cinco
para Xil o Fru.
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Estos hallazgos también constituyen una evidencia clara de
que en la superficie de los GR de GS "O" existen diferencias
cualitativas y/o cuantitativas involucradas en el reconocimiento
de éstos GR por las amibas; dichas diferencias se deben principalmente
a los residuos de Glc y Man. El hecho de no haber encontrado diferencias
con los carbohidratos mas importantes del grupo Gal (Mel, GalNAc,
Lac y Gal) no apoya la idea de que los determinantes antigénicos
de los GS "A" (GalNAc) y "B" (Gal) participen de manera especifica
en la adhesidén amibiana.

H. Efecto de la concentracién de Gal, GalNAc, GlcNAc y ManNAc sobre
la adhesi6n amibiana

Era importante conocer la potencia absoluta y relativa de
los carbohidratos que fueron inhibidores significativos de la adhesidn
(ver Fig. 20). Sin embargo, como constituiria un trabajo demasiado
extenso hacer los experimentos correspondientes con cada uno de
tales carbohidratos, se seleccionaron (nicamente cuatro azlicares:
del grupo Gal se escogié a la GalNAc y Gal; del grupo Gle a la
GlcNAc que fué el azlcar mAs inhibitorio; y del grupe Man, como
no hubo diferencias entre el efecto observado con m-Man y ManNAc
(ver Fig. 20), se eligié a éste f{ltimo carbohidrato porque también
tiene un grupo acetamido en el carbono 2 de la molécula, como la
GalNAc y la GlcNAc.

Se encontré6 que la adhesién disminuyé en relacién directa
con la concentracién del carbohidrato empleado. Todas las curvas
obtenidas fueron asjntétiCAS con una sola inflexidn, excepto para
la cepa HM-3 en la cual las obtenidas con GalNAc y Gal tendieron
a ser lineales, y para la cepa HM-38 en la cual la obtenida con
GalNAc parecidé ser sigmoide. Se observé inhibicién de la adhesién
por GalNAc, Gal y ManNAc con concentraciones 10_? M o mayores' de
cada carbohidrato; con GlcNAc no se observé inhibicidén de la adhe51on,

con concentraciones menores de 10 =2 M (Fig. 23).
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FIGURA 23. Efecto de la concentracién de Gal, GalNAc,
GlcNAc vy ManNAc sobre la adhesién amibiana. Se probéd

el efecto de concentraciones variables de carbohidratos,
cuyos efectos inhibitorios sobre la adhesién fueron
significativos a concentracién 50 mM, en mezclas «con
104 amibas/ml 'y 5 GR/amiba. Los simbolos representan
el promedio de tres experimentos hechos con Gal
(O ), GalNAc (@ ), ManNAc (W ) y GlcNAc (O ).
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Para comparar en forma precisa la potencia inhibitoria de
los cuatro carbohidratos, se calculé 1la dosis inhibitoria media

(0150)-
inhibicién de 1la adhesidn, mediante interpolacién en cada una de

es decir, la concentracién con la que se obtuve 507 de

las curvas dosis-respuesta obtenidas.

La DISO de GalNAc fué en general mucho menor que la obtenida
para los carbohidratos restantes; ésto significd que GalNAc fué
el inhibidor mis potente de la adhesién en todas las cepas, excepto
para la cepa HM-38, en la cual el inhibidor mAs potente fué ManNAc,
cuya DISO resultd ser 1.6 veces menor que la de GalNAc (Tabla 7).
GlcNAc Tué el menos potente de los cuatro aziicares en todas las
cepas  Su B]SO varié desde 14.4 mM en la cepa HK-9 hasta 50 mM

en las cepas HM-2 y HM-38.

El orden de mayor a menor potencia inhibitoria de los carbohidratos
fué: 1) para las cepas HK-9, HM-1 y HM-3, GalNAc » Gal > ManNAc
> GleNAc; 2) para la cepa HM-2, GalNAc > ManNAc > Gal > GlcNAc;
v 3) para la cepa HM-38, ManNAc > GalNAc > Gal > GlcNAc (Tabla
7).

A pesar de que podria esperarse que las D'[50 de Gal y GalNAc
fueran similares debido a su semejanza estructural, Gal fué menos
potente que GalNAc (Tabla 8). Este hallazgo, junto con lo encontrado
por Cano-Mancera (tesis doctoral, comunicacién personal), quien
observd que la inhibicién por GalNAc + Gal era de tipo "aditivo";
es decir, que el efecto observado con la combinacién de éstos
carbohidratos era igual a la suma de los efectos inhibitorios observados
con cada carbohidrato en forma individual; sugieren que GalNAc

y Gal pueden encontrarse en receptores diferentes.

De estos resultados se concluye que: 1) la inhibicién de la
adhesién amibiana por carbohidratos es especifica de cepa; 2) existen
al menos tres residuos de carbohidratos que participan en la adhesidn
a los GR humanos: Gal, Man y Glc; y 3) los residuos de Gal son
los que participan de una manera mis importante en la adhesién
de la mayoria de las cepas, aunque hay cepas en las que los residuos

de Man son los mAs importantes.
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TABLA 7. Comparacién de la potencia inhibitoria
de cuatro carbohidratos sobre 1la
adhesidén a GR humanos de cinco cepas

de E. histolytica

DI, (v M)
Carbohidrate HK-9 HM-1 HM=-2 HM-3 HM-38
GalNAc 1.3 .18 681 50 237
Gal 2412 464 4217 274 4394
ManNAc 3162 1468 1179 9006 147
GlcNAc 14424 18302 50000 38312 50000

8Concentracibén de cada carbohidrato que inhibe
50% la adhesién. Calculada por interpolacién
a partir de los experimentos de la Fig. 23.



TABLA 8. Diferencia entre

la DISO de Gal y GalNAc

en las cinco cepas
amibianas

Cepa DISOGaI/DISOGalNAc
HK-9 1855

HM-1 26

HM--2

HM-3

HM-38 18

%patos experimentales en la
Tabla 7.

127



128

Las conclusiones generales acerca del efecio de carbohidratos

sobre la adhesién de E. histolytica a GR humanos, son las siguientes:

1) existen al menos tres residuos de carbohidratos involucrados
en la adhesibén de los trofozoitos de E. histolytica a los GR humanos:
Gal, Man y Glc.

2) El1 orden de mayor a menor potancia inhibitoria de éstos

residuos de carbohidratos es: Gal > Man > Glec.

3) Existen patrones especificos de cepa amibiana en la inhibicién

por carhohidratos.

4) Los determinantes antigénicos de los GS "A" y "B" no parecen

participar de manera especifica en la adhesién amibiana.
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VI. DISCUSION

El presente trabajo es una extensién de la caracterizacion
de la adhesién de los trofozoitos de E. histolytica a glébulos
rojos humanos iniciada en el laboratorio por Cano-Mancera (1981);
y ha tenido como finalidad contribuir al conocimiento de las cualidades
fisicoquimicas y moleculares de la adhesion de E. histolytica a
células animales, para tratar de definir el papel de 1la adhesidn
en la virulencia amibiana. Para ello, se dividié al trabajo en
tres partes generales: en la primera, se afindé el modelo experimental

para cuantificar la V obteniendo condiciones de velocidad submixima

’
en la cinética de ac?hesién; en la segunda se investigd el posible
cambic en la velocidad de adhesién de GR sucesivos a complejos
amiba-GR; y una tercera etapa en la que se explord el efecto inhibitorio
de carbohidratos a concentracién fija sobre la adhesién y ademis,
se estudié la potencia inhibitoria de azlcares especificos sobre

la misma.

A. Cuantificacidén de la velocidad inicial de adhesidn de trofozoitos
a glébulos rojos

Para cuantificar la ‘J’G se emple6 el sistema experimental
desarrollado previamente en el laboratorio (Cano-Mancera, 1981;
Lopez-Revilla y Cano-Mancera, 1982), en el que se utilizan mezclas
de amibas y GR a concentracidén conocida, en suspension. Este sistema,
en contraste con el utilizado por otros grupos (i.e., monocapas
de células) tiene las siguientes ventajas: 1) evita la sedimentacién
natural (provocada por la fuerza de gravedad) de los trofozoitos
sobre las células, 2) permite que la colisién entre amibas y GR

ocurra al azar, 3) permite estudiar el proceso cinéticamente como
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las reacciones entre sustancias quimicas en solucién y por le tanto,
4) permite cuantificar con precisién la Vn de los trofozoitos de

diferentes cepas amibianas.

Sabiamos entonces, que este sistema funcionaba como una reaccidn
entre sustancias quimicas en solucién, obedeciendo a la ley de
accién de masas; es decir, que la formacién de complejos
amiba-eritrocito dependia de la concentracién inicial de amibas
y GR; y por lo tanto, que la velocidad de adhesién era modificada
por la concentracién celular (de amibas y de GR). Debido a que
las concentraciones que se usaban inicialmente eran IOd amibas/m]
y 106 GR/ml, decidimos averiguar el efecto de la disminucién en
la concentracién de GR sobre la velocidad de adhesién, ya que no
parecia conveniente disminuir la concentracién amibiana porque
la cantidad que se observaba microscépicamente en las muestras
de adhesibén utilizando ]04 amibas/ml era apenas suficiente, y disminuir
alin mas su concentracién dificultaria la observacién y la confiabilidad

de los resultados.

Efecto de la concentracién de glébulos rojos

La VO de los trofozoitos fué directamente proporcional a la
concentracién de GR (Fig. 4). Con concentraciones entre 105 y 6
X 105 GR por ml, la VO fué "submaxima" a diferencia de 1la VO "maxima"

obtenida en las condiciones del trabajo previo, en el que se emplearon

106 GR/ml (Cano-Mancera, 1981; Lépez-Revilla y Cano-Mancera, 1982).

Decidimos afinar estos resultados, y para ello probamos un
intervalo de concentracién de GR que fué desde 104 hasta 6 X 105
por ml., Bajo estas condiciones encontramos que la VD fué directamente
proporcional a 1la concentracién de GR. Concluimos entonces, que
teniamos las condiciones que definfan un sistema sensible y preciso
para la medicidn de la VO. Estas condiciones fueron: 1) 10 amibas/ml,

2) 10 a6 X 10° GR por ml y 3) un periodo de incubacién de 5 min.
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Detide a que al disminuir la concentracién de GR la velocidad
fué submdxima, como habiamos previsto, no fué necesario modificar

la concentracién de amibas.

Bajo estas condiciones de velocidad submixima extendimos el
estudio a cinco cepas de E. histolytica (Fig. 5). La VO en todos
los casos fué proporcional a 1la concentracién de GR en todo el
intevalo, vy obtuvimos constantes de velocidad (A) que constituyen

parametros especificos de cepa amibiana (Tabla 3 y 4).

Por otra parte, para definir las condiciones bajo las cuales
las curvas de la cinética de adhesién con velocidad submixima fueran
lineales, se hicieron experimentos con tres de las concentraciones
de GR que ofrecieron velocidad submaxima (1, 2 y 5 X 104 GR por
ml) v trotozoitos de la cepa HK-9 (una de las mas répidas). Encontramos
que 5 X ]0!4 GR/ml era la concentracién adecuada para realizar el
estudio comparativo de la cinética de adhesién de las cinco cepas
amibianas; vya que, la adhesiéon fué directamente proporcional al

tiempo de incubacién en un intervalo mas amplio (15 min, Fig. 6).

Cinética de adhesi6bn de cinco cepas a GR humanos de los grupos

sangnineos mayores ABO, bajo condiciones de velocidad submaxima

Al analizar las ciéticas de adhesién de cada cepa con GR de
los (S mayores ABO en las nuevas condiciones de velocidad subméxima,
no se encontraron diferencias en la adhesién de los trofozoitos
a los GR de diferente GS; excepto en las cepas HK-9 y HM-3 en donde
hubo una clara separacién entre las cinéticas obtenidas con GR
"0" ¢ las obtenidas con GR "A" y GR "B" que a su vez fueron similares
entre si (Fig. 7). Este hallazgo sugiere que la adhesién de los
trofozoitos de las cepas IM-1, HM-2 y HM-38 parece estar mediada
por componentes comunes en los GR, que son diferentes a los
determinantes de los GS mayores ABO y que la adhesién de trofozoitos
de las cepas HK-9 y HM-3 pudiese ser similar al de las primeras
cepas (particularmente para el GS "0"), vy estar mediada también
por los determinantes antigénicos de los GS "A" (GalNAc) y "B"
(Gal).



Bajo tales condiciones, las cinéticas de adhesion promedio
resultantes de las cinéticas hechas con cada una de las cepas y
los tres GS, también fueron lineales durante log 15 min iniciales
de incubacién (Fig. 8); vy t;mbiéu constituyen parametros especificos

de cepa amibiana (Tabla 5 y 6).

Cabe resaltar la clara separacidén de dos grupos de cepas amibianas:
el primero, formado por HK-9 y HM-3 (con VO mis altas y de valor
similar) y el segundo constituido por las cepas HM-1, HM-2 y HM-38

(con VO menores y con valores diferentes cada una).

Estos hallazgos indicaron que no existe correlacién entre
la Vo y la virulencia amibiana. Asi, por ejemplo, la cepa HM-1,
reconocida como una de las més virulentas por su capacidad de formar
abcesos hepAticos en el higado de hamsters recién nacidos (Mattern
y Keister, 1977 citados por Mirelman y Kobiler, 1981), por su efecto
citotéxico en células de higado de héamsters pequenos (Bos, 1979
citado por Mirelman y Kobiler, 1981), y por la capacidad de fagocitar
GR (Orozco et al., 1983) tuvo una VO 2.2 veces menor que la de
las cepas HK-9 y HM-3 que se sabe son menos virulentas por los

criterios mencionados.

Por lo tanto, parece que la adhesién de los trofozoitos a
células animales es un factor quizd necesario pero no suficiente
para la virulencia amibiana, ya que también debe ocurrir en las
amibas de los portadores asintomiticos.

Las conclusiones de esta parte del trabajo fueron: 1) la VO
v la cinética de adhesién constituyen pardmetros especificos de
cepa amibiana, 2) existen dos grupos de cepas amibianas, de acuerdo
con los pardmetros antes mencionados: HK-9 y HM-3 (mds répidas
y comparables entre ellas) y HM-1, HM-2 y HM-38 (mAs lentas y diferentes
entre ellas), vy 3) no hay correlacidén directa entre la VO especifica

de cepa y la virulencia amibiana.

En resumen, las nuevas condiciones establecidas mediante ' los
experimentos de esta primera parte fueron cruciales. For una parte,

permitieron la cuantificacion precisa de la VO de cada cepa amibiana
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y por lo tanto la comparacién de este parametro, y por la otra,
volvieron al sistema experimental mads lento y con ello potencialmente
mas sensible al efecto inhibitorio de carbohidratos que pudieran
competir con la unién de las moléculas de la superficie amibiana

involucradas en la adhesién.

B. Cinética de formacién de complejos de adhesibén especificos

Como el modelo matemdtico de la adhesién amibiana desarrollado
por Hernandez-Lerma et al. (1982) propone la existencia de tasas
de asociacién para la formacién de complejos amiba-GR, quisimos
saber si dichas tasas eran iguales o diferentes para la adhesién

sucesiva de GR,

wos  resultados indicaron que bajo las condiciones de este
sistema experimental la adhesién de los GR es un evento secuencial
v que las cepas que tienen mayor V0 y los mayores porcentajes de
adhesion son también las que mas GR pueden adherir a su superficie
(Fig. 9). Por otra parte, el hecho de que las curvas obtenidas
en el andlisis de la relacién entre los diferentes complejos de
una cepa dada hayan sido paralelas entre si; es decir, que sus
pendientes hayan sido similares, parece indicar que la velocidad
de adhesién de GR sucesivos no varia; sin embargo, ésto no debe
tomarse como una evidencia totalmente concluyente debido a la baja
cantidad de complejos con mds de dos GR adheridos que se obtuvieron

en estos experimentos.

C. Efecto de carbohidratos sobre la adhesién amibiana

En anos recientes, las investipaciones referentes a los mecanismos
de adhesién amibiana, han reportado datos interesantes, La posibilidad
de gue la lectina amibiana descrita por Kobiler y Mirelman (1980)
-la cwal es inhibida por oligbémeros de GlcNAc- participe en la

adhesion, ha sido apoyada por el trabajo de Orozco et al. (1982),
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en el que también se observé inhibicién pot GlcNAcz de la adhesidn
de los trofozoitos a células MDCK y laminas epiteliales de intestino
de cobayo. Sin embargo, estos resultados contrastan con los hallazgos
de Ravdin y Guerrant (1981), quienes encontraron que la adhesidén
de trofozoitos a células CHO y a GR humanos es inhibida por GalNAc

pero no por oligémeros de GlcNAc.

Como la participacién de moléculas involucradas en la adhesién
amibiana dista mucho de haber sido aclarada, resultaba de interés
explorar el efecto inhibitorio de una bateria razonablemente abundante
de carbohidratos, entre los que se localizaran algunos de los azlicares
mas comunes en la superficie de células de mamifero., Para ello,
se realizaron experimentos en los que se probaron catorce carbohidratos
(monosacaridos o disacAridos), primero a concentracién fija, sobre

la adhesién amibiana a GR.

Efecto ganeral de carbohidratos a concentracién fija (50 mM)

La adhesién amibiana fué inhibida por la mayoria de los
carbohidratos utilizados en proporcién semejante por azicares de
un grupo dado en todas las cepas amibianas y con todos los GS (Figs.
11 a 15). Estos datos sugieren que por lo menos existen tres residuos

de carbohidratos involucrados en la adhesién: Gal, Man y Glc.

Sin embargo, la adhesién fué dinhibida mas frecuentemente por
los carbohidratos del grupo Gal, que por los de los demds grupos
(Fig. 20). Esto concuerda con el efecto inhibitorio de GalNAc encontrado
por Ravdin y Guerrant (1981), por lo que hace suponer que Gal y

sus analogos son las principales moléculas implicadas en la adhesién.

Entre los azlcares del grupo Gal se encontré ademis que Lac
inhibié en mayor grado la adhesién (Fig. 16). Analizando su férmula
estructural (Fig. 24), observamos que este carbohidrato consiste
de una molécula de Gal unida por un enlace 1 * 4 a una molécula
de Gle; es decir, existe un enlace B -glucosidico, el cual parece

hacer mis eficiente la inhibicién de la adhesién.
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En las Figs. 24 a 26 se muestran las estructuras de cada uno
de los carbohidratos wutilizados en esta etapa experimental, en
las que pueden analizarse las diferencias que existen entre las

mismas, para cada grupo de carbohidratos.

Se encontrd que en la inhibicién de la adhesién por carbohidratos
existen palrones especificos de cepa amibiana que pueden significar
diferencias cualitativas y/o cuantitativas en las adhesinas amibianas

(Fig. 21).

También, se encontraron evidencias claras a favor de la existencia
de diferencias cualitativas y/o cuantitativas en la superficie
de los GR de GS "0", debidas principalmente a los residuos de Glc
v Man (Fig. 22). Creemos que los determinantes antigénicos de los
GS "A" (GalNAc) y "B" (Gal), no participan de manera especifica
en la adhesién de los trofozoitos a los GR humanos, ya que el andlisis
estadistico de la inhibicién de 1la adhesién por el grupo Gal no
reveld diferencias en la adhesién de las cinco cepas a los GR de
los tres GS mayores ABO, pero si hubo diferencias debidas principalmente
a los residuos de Glc y Man (Figs. 20 a 22).

Efecto de la concentracién de Gal, GalNAc, GleNAc y ManNAc

Al analizar el efecto de 1la concentracién de Gal, GalNAc,
GleNde v ManNAc, encontramos patrones especificos de cepa amibiana
en cuanto a la potencia inhibitoria de los azlcares, de manera
que el orden de mayor a menor potencia inhibitoria de los carbohidratos
fué: 1) para las cepas HK-9, HM-1 y HM-3, GanNAc > Gal > ManNAc
>GlcNAc; 2) para la cepa HM-2, GalNAc > ManNAc > Gal > GlcNAc;
y 3) para la cepa IIM-38, ManNAc > GalNAc >Gal > GleNAc (Fig. 23
y Tabla 7).

A pesar de que podria esperarse que las DI50 de Gal y GalNAc
fueran similares debido a su semejanza estructural (Fig. 24), Gal
fué menos potente que GalNAc (Tabla 8). Este hallazgo, junte con
lo encontrado por Cano-Mancera (tesis doctoral, comunicacién personal),

quién observd que la inhibicién por GalNAc + Gal era de tipo "aditivo";
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FIGURA 25. Férmulas estructurales de carbohidratos

del grupo Man.
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es decir, que el efecto observadoe con 1la combhinacién de estos
carbohidratos era igual a la suma de los efectos inhibitorios observados
con cada carbohidrato en forma individual, sugieren que GalNAc

y Gal pueden encontrarse en receptores diferentes.

Creemos que debido a la gran bateria de carbohidratos que
se utilizd, entre los que se encuentran los mds comunes en la superficie
de las células de mamifero (Tabla 1) y que forman parte de los
receptores de los microorganismos patdgenos, es muy poco probable
que en la adhesi6én de las amibas a los GR humanos exista otro residuo

de carbohidrato que participe en este reconocimiento,

Finalmente, es dimportante mencionar que la participacién del
residuo de Man en la adhesién de E. histolytica a células animales
no ha sido descrito anteriormente, por lo que en el contexto de

este trabajo, constituye un hallazgo interesante.
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VIl. CONCLUSIONES

las conclusiones del presente trabajo son las siguientes:

1) Definimos las condiciones experimentales de velocidad submixima
v.e permiten la cuantificacién precisa de parametros de la cinética

de adhesién amibiana.

Y La velocidad inicial de adhesién, la cinética de adhesion,
el nimeru de glébulos rojos adheridos y la adhesién a glébulos
rojos de diferente grupo sanguineo son pardmetros de adhesién

especificos de cepa amibiana.

3) Fxixten dos grupos de cepas amibianas de acuerdo con los
parametros antes mencionados: HK-9 y HM-3 (mis rapidas y comparables
entre ellas) y HM-1, HM-2 y HM-38 (mds lentas y diferentes entre

ellas).

4) Los determinantes antigénicos de los grupos sanguineos
"A" vy "B" no parecen participar de manera especifica en la adhesién

amibiana.

5) No parece haber correlacién directa entre los parametros

de adhesién estudiados y la virulencia reportada de las cepas amibianas.

6) La especificidad de 1la adhesién amibiana parece estar
determinada por componentes de 1la superficie celular inhibibles

por carbohidratos especificos.

/) Existen al menos tres residuos de carbohidratos que participan

en la adhesién amibiana: Gal, Man y Glc.

8) El orden de mayor a menor potencia inhibitoria de estos

residuos de carbohidratos es: Gal > #Man > Glc.
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9) La participacién de residuos de Man constituye un hallazgo
nuevo para la adhesién de E. histolytica a células animales.

10) Los patrones de inhibicién de 1a adhesién amibiana por

carbohidratos son especificos de cepa.
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