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RESU"IBN 

El objetivo general de este trabajo fué estudiar 

la relación que existe entre la virulencia arn'ibiana y 

algunas propiedades biológicas de los trofozoítos que 

de acuerdo a los reportes de la literatura correlacio

nan con ~sta. Para la realización de este objetivo se 

aislaron mutantes amibianas deficientes en faqocitosis 

y marcadas gen~ticamente con resistencia a emetina. 

De las mutantes de ~· histolytica resistentes a 

emetina aisladas por Orozco y col (1985) se encontraron 

dos qrupos de mutantes con alteraciones a diferente ni

vel. Un grupo presentó alteraciones a nivel de la membra

na plasmática y que además 111ostró ser deficiente en adhe

sión, fagocitosis y viru len cia. El otro grupo pro

bablemente tiene alteraciones a nivel de la maquinaria 

de síntesis de proteínas y mostró ser eficiente en adhe

sión, fagocitosis y virulencia, por lo que se partio 

de una de estas mutantes para aislar clonas deficientes 

en fagocitosis (Fag-). 
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La s¿l¿cción d¿ las mutantes Fag se realizó por 

enevenenamiento de los trofozoítos muy fagocíticos con 

bacterias !:'._ coli cepa CR34 Thy crecidas en medio su

plem¿ntado con S-Bromodeoxiuridina (BUdR) e irradiación 

con luz de 310 run de longitud de onda. A partir de la 

clona c
9 

mutagenizada con etil metano sulfonato se lo

graron aislar 10 mutantes independientes deficientes en 

fagocitosis (Fag-). La mayoría de las poblaciones 

aisladas tuvieron una eficiencia de formación de colo

nias similar a la que mostró la clona silvestre. Todas 

las mutantes fueron también deficientes para producir 

abscesos hepaticos en hárosters jóvenes (Vir-l y destru

yeron en menor grado monocapas celulares (Ctp - ) en 

comparación con la clona silvestre. De las 10 mutantes 

sólo 3 fueron deficientes en adherir eritrocitos huma

nos (Adh ) y la "actividad de toxina" de los extractos 

amibianos sobre monocapas epiteliales estuvo afectada 

en otras 3 mutantes. 

Algunas de las mutantes se caracterizaron además 

en su interacción con células de la línea CHO y con 

PMN's y e!1 su actividad de lectina inhibil.Jle por N-acetil-
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D-galactosanina . Las mutantes probadas mostraron tener 

poco efecto sobre la viabilidad de las células CHO y 

además fueron más fácilmente destruidas por los PMN's 

que l a cepa vi r ulenta H/11 : IMSS. Sin embargo, 'dos de 

las mutantes tuvieron ill) efecto simi lar al que mostró 

la cepa HMl:IMSS. La actividad de los extractos amibia

nos ~ara aglutinar células de la línea CHO (actividad 

de lectina ) sólo estuvo afectada en Q~a de las mutan tes, 

l a cual es de fici ente para adherir tanto eritrocitos 

humanos como células de la línea CHO. Las mutantes que 

mostraron ser eficientes en actividad de lect~na Mos

traron ser también eficientes para adherir eritrocitos 

pero deficientes para adherir células CHO. Por lo ta~to 

se sugiere que la actividad de lectina est a en relac ión 

con la adhesión a eritrocitos human os, pero como ésta, 

la lectina no es un factor suficiente para que se expre

se la virulencia de este parásito. AdeMás se sugiere 

la e xistencia de más de una molécula responsable de la 

adhesión de los trofozoítos a la célula blanco . 
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INTPODUCCION 

La amibiasis, una enfermedad entérica que puede 

extenderse a diversos 6rganos, es causada por Entamoeba 

histolytica (Schaudinn, 1903) l a cual perten€ce al 

subphylum sarcodina, supercl ase ribizopoda, clase lobo

sea, orden amoebida, familia entamoebidae (Lev ine y col , 

1980). 

E . histolytica puede existir como una am iba vege

tativa, fase trofozoítica o como quiste. El trofozoíto 

es una célula amorfa altamente dinámica, extremadamente 

sensible a cambios medioambientales, tales como , tempera

tura, variaciones en el pH, osrnolaridad y potencial 

redox. El trofozoíto mide de 7 a 40 µm y en general es 

de forma elongada con lobopodos y uroide. El citoplasma 

está bien diferenciado en ectoplasma hialino y endoplasma 

granuloso y cuando la amiba orocede de un hosoedero, p re

senta además vacuolas con eritrocitos, leucocitos , bac-

terias, e tc. (Mart ínez-Palomo, 1 982) . En este organismo 

hay ausencia de algunos organelos típicos de células eu 

cariontes como son mitocondrias, aparato de Golgi, retículo 



endoplásrüco rur.oso y peroxiso;cias (llartínez-Palorr.o, 

19 8 2) • 

Los trofozoítos contienen uno o dos núcleos que 

miden de 3 a 5 µm de diá~etro con cromatina 

preriférica y nucleolo central. 

fina 
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Los quistes de !'._:_ histolytica tienen 12 µm de 

diámetro de promedio y dependiendo de su madurez con

tienen de uno a cuatro núcleos, los cuales presentan 

la misma morfología que el núcleo de los trofozoítos 

(Smith y col, 1979). Como en otros miembros del o rden 

amoebidae, los quistes jóvenes de !'._:_ histolytica con

tiene n cuerpos cromatoides, los cuales parecen ser ma

sas de ribo somas (Svhla, 1961). 

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica enp ieza 

con el quiste como forma infectiva, ~ste puede sobre

vivir fuera del huésped por semanas o meses (Nobl e y 

Noble, 1976) y no es destruído por el calor ni por la 

sequía. La ingestión de quistes a partir de fuentes 

contaminadas es seguida por la exquistación en el 
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aparato digestivo. El nGcleo, en tonces, s e d ivide para 

formar ocho nGcleos (estado metaquistico), sique una 

división citoplásmica y emergen de él ocho trofozoito s 

{Martinez-Palomo , 1982). Posteriormente, los trofozoí 

tos se dividen y se adhieren a la mucosa int~stinal y 

~reducen ulceración en le mucosa, si se nresenta niarrea , 

algunas amibas son expulsadas del tracto diaestivo. Los 

trofozoitos se dividen una o varias veces y después se 

enquistan en el nismo huésped. La enquistación es un 

proceso activo, una vez iniciado , el organismo sufre 

dos div isiones nucleres para formar un total de cuatro 

núcl e os, durante estas divisiones ocurre gluc6lisis 

anaerobia y sintesis de DNA (Barker y Swales , 1971). 

Una vez formados los quistes se cree que éstos no pue 

den pasar a la fase trofozoitica en el mismo huésped, 

sino que tienen que ser expulsados con la s heces para 

empezar un nuevo ciclo (Martinez-Palomo, 1982). Los 

individuos infectados excretan cerca de 45 millones de 

quistes por dia (Barker y Swales, 1971). 

La amibiasis intestinal puede ocurrir en dos for

mas: (a) Amibiasis ar¡uda o disenter í a amibiana, 
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caracterizada po r una intensa d i a rrea y (b) Ar.iibiasis 

crónica o l atente , caracterizada por vanos cisturbios 

i ntes tinales, dolores musculares , pérdida de _pe so, etc. 

La amibias i s aguda es uno ~e los nayo res problemas de 

salud en varias regi_ones del !'lundo donde las condicio

nes sanitarias inadecuadas , junto c on la pobreza, igno

rancia y p res enc ia de cepas amibianas a ltamente viru

lentas se co;nbinan para dar una alta incidencia de ami

biasi s intestinal en niños y de abscesos hepát icos en 

adultos frecuentemente hombres (Martín e z-Palomo, 1982). 

México es uno de los países en e l mundo e n el que la 

amibiasis se presenta con mayor incidencia, ya q u e se 

extiende a t odo lo largo y ancho de la República (Se

púlveda, 1975). En un estudio sobre mortalidad urbana 

producida por este parás ito llevad~ a cabo en los años 

1962-1964 por la o fi cina Sanitaria Panamericana en 10 

ciudades de Hispanoa~érica se encontró que de 100 muer 

te s debidas a la amibiasis 33 ocurrieron er. la ciudad 

de México , lo que auiere decir que de cada 3 individuo s 

~ue mueren de amibiasis en Hispanoamérica, uno es mexi 

cano y vive en la ciudad d e Méxicn (Brandt v Pérez -Ta

ma yo , 1970). 
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Además de que la amibiasis es una enfermedad grave , 

capaz de matar al enfermo que la sufre en un período re

lativamente breve, es también un padecimiento crónico 

que puede inutilizar a individuos productivos ~or ~er ío 

dos prolongados con la consecuente repercución económica 

(Brandt y Pérez-Tamayo, 1970). 

Varias teorías han sido postuladas con respecto a 

las caracterís ticas específicas del parásito que pueden 

ser responsables de su virulencia, estas incluyen : 

A) Adhesión. 

Generalmente se acepta que la adhesión de los mi

croorqanismos a las células e~iteliales es un evento 

crucial para la colonización e invasión de los tejidos. 

Sin embargo, la adhesión no es una proriedad exclus iva 

de los microorganismos ?at~qenos. 

Como en otros parásitos pat6~enos entéricos, se 

puede esperar que un evento crítico en la patoqéresis 

de la amibiasis sea la adhesión de las amibas a la 
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superfi cie celular. Este e ve nt o puede ser especial-

mente importante en un proceso inva sivo ~ue parece 

involucrar una destrucción celular depenni e nt e de 

contacto (Ravdin y col, 19 80 ). 

La importancia de 12 adhesión amibiana ha si do 

morfológicamente enfatizada con e studios tanto in vivo 

como in vitre. Takeuchi y Phillips (1975 ) notaron que 

la adhesión de las amibas al e~itelio colónico es un 

paso preliminar a su penetración al ep~ telio inter~lan-

dular, lo que fue confirmado más tarde por Mora - Galindo 

y col (1978) quienes hicieron un estudio in ~itro uti-

lizando fragme ntos de epitelio intestinal de cobayo. 

García-Rivera y col (1982) aislaron clonas de ~ histo-

lvtica deficientes en adhesión a eritrocitos humanos, 

las cual e s tuvieron un grado de v i rulencia menor al 

mostrado por la clona silvestre , que era ef iciente en 

adhesión. 

Las amibas pa r e cen tener mayor afinidad para adhe-

ri r eri trocitos huma no s y de hácste r que por eritrocitos 
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de conejn, cuyo, rata (Olouín, 1984) vacn o borreqo 

(Ravdin y col, 1981) , esto suqiere la p resencia de r e 

ceptores específicos en la superficie ami biana que me

dian la adhesión a la célula bla n co . Kobiler y ~irel

man (1980) aislaron una lectina hemaqlutinan~e de ~ 

histolytica la cual fue sensible a la inhibición por 

quitotriosa , el trisacarido de N-Acetil -Glucosamina. 

Esta lectina amibiana está asociada a membrana y es ac

tiva a p~ de 5.7 a 6, es termolábil, pie rde actividad 

a 37ºC después de 2 horas, no es espe~\fica de grupo 

sanouineo, es inhibida por IcrG y es encontrada en ioual 

cantidad en cepas aMibianas de 0iferente virulencia. 

Orozco y col (1982) demostraron que la inhibici6n espe 

cífica de esta actividad de lect ina resultaba. en inhi

bición de la adhesión. 

Ravdin y Guerrant (1981) han nos.trado que E. his

tolytica se adhiere a células de ovario d e hánster chi

no (CHO), esta adhesión es bloqueada por citocalasinas, 

lo cual sugiere que para la adhesión amibiana se nece 

sita la participaci6n de los microfilamentos. Estos 

mismos autores encontraron que la adhes ión a células 
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CHO y a eritrocitos humanos es inhibida especifica~en

t e por concentraciones milimolares de N- Acetil -D-Galac

tosamina (Ravdin y Guerrant, 1981). Ade~ás encontraron 

una r elación d ir ecta e ntre el q raao de sensibilida d a 

la inhibición de la adhesión por este azúcar con el qra

do de l a virulencia medida in vitro (Ravdin y col, 1985). 

E. histolvtica no sólo se adhiere a er itrocitos y 

a células epiteliales sino que ta!l'bién se adhiere a ba.c

terias . Bracha y col (1982) identificaron dos posibles 

meca nismos para l a unión de bacterias a los trofozoítos 

d e É'..:.. histolytica. Ciertas bacterias tales como Esche-

richia coli y Serrat ia marcescens, las cuales contienen 

manosa en su supe rficie celular, son un idas por recepto-

res de manosa a la memb rana ar:übiana. Otras especies 

tales como Shiqella flexneri y Staphvlococcus aureu s, 

l os cuales no poseen mar.osa en su superficie, se unen a 

la amiba únicame nt e si s e recubre n con concanavalina A 

o después de su opsonización con suero inmune. Esta 

unión fue marcadamen t e inhibida por N-Acetil - Glucosa -

mina y por N-Acet il-Galactosamina. Estos resulta~os 

indican q ue las amibas ?Ueden unir e ingerir bacterias 
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cepas virulentas estudiadas fuer o n a qlutinaGas a bajas 

concentraciones de esta lectin~, mientras que varias 

cepas no patógenas no aglutinaron. Así parecía que la 

extrema sensibilidad de aqlutinar con Concanavali~a A 

se encontraba en cepas altamente virulentas." Sin em

bargo, Orozco (1981) realizó el mismo estudio en tres 

cepas de diferente virulencia y no encontró diferencia 

en la capacidad de los trofozoitos de cepas de diferen

te virulencia para aglutinar con Concanavalina A. Por 

lo tanto, aunque la capacidad de aglut~nar con Conca

navalina A parecía ser exclusivo de las cepas patóqenas, 

no existe correlación entre esta prooiedad y la viru

lencia de las cepas. 

C) Carqa eléctrica de superficie. 

Trissl y col (1977) midieron la caraa eléctrica de 

superificie de cepas amibianas patóaenas y no patógenas 

y encontraron que las cepas no oatóaenas mostraron una 

carga eléctrica de su¿erficie negativa mientras que las 

cepas patógenas tuvieron una carqa eléctrica de super

ficie tan baja que no pudo ser medida bajo sus 



condiciones experimentales. Este es un resulta~o Duy 

interesante ya que la ausencia ce =uerzas rerulsivas 

pueden facilitar la unión a la célula blanco. 

14 

D) Eficiencia para formar colonias en asar sémisólido. 

Gillin y Diamond (197 8) reportaron que la capaci

dad de los trofozoítos para crecer en medio semisólido 

presenta relación con la virulencia de las cepas ani 

bianas, ya que al analizar la eficienc ~a de formación 

de colonias (EFC) de diferentes cepas encontraron que 

11 cepas virulentas s0n ca?aces de formar colonias en 

agar semisólido, mientras que las cepas consideradas 

avirulentas fornan muy pocas colonias después de una 

prolongada incubación en el agar. Por otra parte 

Orozco y col (1982) encontraron que la clona L-6, de

ficiente en fagocitosis y en virulencia, presentaba 

deficiencia para formar colonias en aqar semis6 lido. 

Sin embargo, revertantes en virulencia de esta clona no 

recobraron la capacidad de crecer en aaar semis6lido 

(Orozco y col, 1983). Además Su&rez (1983) a isló clo

nas defici en tes en fagocitosis y en viru l encia, las 
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cuales son caraces oe crecer en aqar semis6lido, aunque 

la eficiencia de forrnaci6n de colonias ~e la cera sil

vestre (HMl:IMSS) fue mayor que la de las subooblaciones 

de~icientes en fagocitosis. Por lo tanto, no se puede 

af irrnar que la disminuci6n en la eficiencia de formaci6n 

de colonias en agar semis6lido esté relacion.ado con la 

virulencia. 

E) Efecto citop!tico sobre células en cultivo. 

Para evaluar con mayor facilidad el qrado de viru

lencia de las diferentes cepas amibianas, in vitre se 

han desarrollado varios sistemas utilizando rnonocapas 

de células de mam1fero en cultivo midiendo el qrado de 

destrucción de la monocapa después de la interacci6n 

con las amibas. El qrado de destrucci6n de la monocapa 

parece correlacionar directamente con el grado de viru

lencia. Mattern y col, (1978) probaron el efecto cito

pático de 12 cepas de diferente virulencia sabre célu

las de rat6n de la linea 3T3 y sobre células de hámster 

de la linea BHK y encontraron tres qrados diferentes de 

destrucci6n de la monocapa que correspond1an con los 
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tres grados de virulencia rr.ostrada por las 0iferentes 

cepas utilizadas. Orozco y col (1980) midieron el 

efecto citopát ico de tres cepas de rlifererte virulencia 

sobre monoca;:ias de células epiteliales de la línea '11'CK, 

encontrando también una correlación directa entre el 

efecto cito~tico sobre las r:ionocapas y la virulencia de 

la s cepas. Otros tipos de líneas celulares también han 

sido utilizadas para medir la virulencia de las cepas 

amibianas in vitre, por ejemplo Ravdin y col (1 980) 

utilizaron células de ovario de hámster chino (CHO), 

Kniqht (1977) utilizó células de riñón de conejo. 

F) Fagocitosis. 

Desde que Losh. descubrió la natura1e::a hená.tofa<¿a. 

de~ histolytica la inqestión oe eritroc;itos human.os 

por parte de los trofozoítos es uno de los criterios 

biológicos para reconocer a las amibas pat6aenas en las 

lesiones que se produc;en en el organisr:io hu!'".ano.. Además 

la eritrofagocitos is ha sido considerada tradicionalmen

te como uno de los criterios r:iás importantes para iden

tificar los trofozoítos de E. histolytica en heces. 
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Chévez y col (1974) fueron los primeros en nostu 

lar la relación de la fanocitosis con la patogenicidad 

del organismo . Trissl y col (1978) midieron el qrado 

de eritrofacrocitos is de ce;::as de ~ histol?tica ::;iató 

genas y no patógenas, estos estudios mostraron que las 

cepas pa tónenas tienen una inoest i ón de eritrocitos 

superior a las cepaio no patÓ'}enas. Orozco y col (1980) 

compararon el grado de fagocitosis de tres cepas de 

diferente virulencia y encontraron una relación direc

ta entre el grado de eritrofagocitosis y el qrado de 

virulencia . 

La prueba más directa de esta relación fue el ais 

lamiento de clonas deficientes en fagocitosis, las 

cuales s o n también deficientes en virulencia (Orozco 

y col , 1982 , 1983; Suárez , 1983 ). Orozco y col (1983) 

obtuvieron revertantes en virulencia a partir rle una 

clona deficiente en fagocitosis y en virulencia (L-6) , 

cuando los trofozoítos revirtie ron en virulencia ~os 

traron un aumento en su grado de fagocitosis. Sin 

embargo Ravdin y col (1980) encontraron que ~ histo

lytica ejerce su efecto citoletal sobre células de 



la linea CHO de manera extracclular y dPcPndiente de 

contacto, ya que estos autores detectaron un ~ran 

nGmero de células CHO muertas antes de su inqesti6n . 

G) "Actividad cito tóxica" de extractos amibianos . 
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Lushbaugh y col (1978) reportaron el efecto cito

Dático de extractos libres de células de dos cecas de 

E . histolvtica de diferente virulencia sobre monoca 

pas de células de las l i neas Hela y BHV.-21, este 

efecto citotóxico fue sensible a suero y se necesitó 

una renor concentrac ión de 9rote in a de los extractos 

de la cepa rnás virulenta para la destrucción de la 

monocapa. Bos y col (1980) demostraron que la activi-

dad de toxina es tá presente en una fracc ión con un pe 

so molecular entre 35000 y 45000 daltones , la toxina 

es es tabl e entre un ~~ de 4 a 10, es degradable por 

triosina y parece ser una nlicoproteina ya que es ca -

9az de unirse a concanavalina A. llattPr:i y col (1980) 

encontraron que el efecto citotóxico es bloqueado por 

fetuina y N- Acetil -Galactosarina, lo que sugiere que 

la toxina amibiana tiene propiedades del tipo de las 
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lectinas. 

H) Actividad mitog~nica de extrac to s amibia nos sobre 

linfocitos humanos . 

Como se menciona anteriormeDte la virulencia ami

biana se ha correlacionado con la actividad de lectina 

inhibible de ~ -Acetil-D -Galactosamina. Por otra pa rte 

se ha demostrado que las lectinas tienen actividad mi-

togénica. Por l o tanto, se puede pen sar que l a acti -

vidad mitogénica también puede correlacionar con la 

virulencia de este par?si to. Oe ~echo Dia~antstein 

y col (1981) demostraron que extractos arribianos de la 

cepa HK - 9 inducen la proliferación de linfocitos T en 

individuos normales, en cambio los linfocitos E no oa

recen proliferar en presencia de estos extractos. 

Kettis y Sundqvist (1982) confirmaron que extractos de 

las cepas HK-9 y NIH:200 presentan actividad mit09éni

ca sobre linfocitos T. Salata y Ravdin (1985) encon

traron que la actividad ~itogénica de extractos 6e la 

cepa HMl:IMSS estaba asociada con la actividad de lec 

tina inhibible por N -Acetil -D-Galactosa~ina descrita 
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por Ravdin y col (1981). Esta actividad es inhibida 

significativamente por asialofeutuina, mol~cula que 

contiene tres residuos t e rminales de H-Acetil-D-Galac

tosamina, ade~ás encontraron ~ue la actividad mitoq~

nica correlaciona con la virulencia medida in vitre 

Je cuatro diferentes cepas (Salata y Ravdin, 1q051 . 

II Actividad de colaqenasa. 

Uuñoz y col (1982) analizaron la actividad de co

lagenasa de E. histolytica y encontraron que este 

parásito presenta una enzirna con una especificidad 

por la colágena tipo I su?erior a la que presenta por 

las coláqenas tipo II y III. Esta colaqenasa es inhi

bida por suero, por EDTA y por L-cisteina, pero no es 

afect~da por los inhibidores de proteasas oarametil 

s\Jfonil cloruro, N-Etil Maleirnida o inhibidores de 

tripsina de frijol de soya. Aparentemente la cola

qenasa amibiana se encuentra localizada en la membrana 

plasmática de la amiba y es necesario un contacto 

directo con el sustrato para la diqesti6n de la colá

gena. Además ~uñoz y col (1984) encontraron que la 
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cepa HMl:IMSS, altamente virulenta , tiene una activi 

dad de colagenasa cuatro veces rrayor que la p r esentada 

por la cepa HK-9, la cual es menos virulenta, 

J) Efecto de " porareba ". 

Youna y col (1982) describieron una proteína a s o 

ciada a la 111ef!'.brana rle ;:; . histolytica oue es capaz de 

formar poros en la membrana p lasmátic a de macrófagos 

y l infocitos ya que en presencia de es ta fra cción re~

brana l amibiana hay una rápida despolarizac ión en la 

membrana de las células mencionadas . Estos cambios en 

permeabilidad iónica tambi én son producidos en bicapas 

lipídicas . Esta proteína formadora Je po ros es afecta

da por pronasa , tripsina y t:)O r la '.:e!!lperatu r a . r .os 

canales formados por esta proteína son cuatro veces más 

permeables a cat iones r.ionovalent es que a aniones . La 

secreción de es t a proteína es estinulada descués de la 

exposic i ón al ionóforo de calcio A2318 7 , concanavalina 

A y li¡-:opolisacarié!os de !::scher ich ia col i. 

Lynch y col ( 1981) también reportaron un poli~ét:)tido 
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(amebaporo ) que es tá presente en el wedio de cultivo y 

en una fracci6n de l a amiba que sedimenta a alta velo

cidad (150,000 x g ) . Este "ar.ebaporo" que probable 

mente es el ~ismo que describieron Younn y col (1 982) 

se incorpora espontanear.ente en bicapas lipí~icas, en 

liposoma s y en células produciendo un progresivo e irre

versible cambio en la conductancia i6nica de las mem

branas de las célula s blanco. El "ameba?ora" es inso

luble en triton X-100, pero puede ser disociado en un 

estado activo en SOS al 1 %, bajo estas ~ondiciones 

tiene un peso molecular aparente de 13,000 daltones . 

Además , este factor de porameba está presente en mayor 

cantidad en la cepa virulenta HMl:I~SS que en la cepa 

no virulenta HK-9. 

Así, la virulencia de E . histolytica se ha corre

lacionado con algu nas propiedades de los trofozoítos 

cono la aglutinaci6n con concanavalina A (Trissl v col, 

1977), la ca rga eléctrica de superficie (Trissl y col, 

197 7 ), la fagocitos is (Trissl y col, 1978 ; Orozco y 

col, 1982, 1983; Suárez, 1983), la eficiencin para for 

mar colonias en aga r semis6lido (Gillin y Dinr.iond, 1978) 



23 

y el efecto citopático sobre células en cultivo 

(Mattern y col, 1978; Orozco y col, 1980). También se 

ha correlacionado con alqunas actividades biol6qicas 

corno efecto citot6xico de los ext ractos amibianos sobre 

células en cultivo (Lushbaugh y col, 1978; Eos y col, 

1980; Mattern y col, 1980), el efecto de porarneba 

(Young y col , 191"2; Lynch y col, 19R2), actiuidad nito 

génica de l os extractos amibianos sobre linfocitos hu

manos (Diamantstein y col, 1981; Salata y Ra'.·din, 1984), 

la presencia de actividad de lectina sobre eritrocitos 

humanos (Kobiler y Mirelrnan, 1980) y sobre células de 

la línea CHO (Ravdin y col, 1984) y con actividades 

enzimáticas como la de colagenasa (Mu~oz y col, 1984) 

Sin embargo, hasta la fecha no ha sido posible definir 

con claridad si estos fen6rnenos ti enen un papel inpor

tante en la virulencia o si se trata de fen6rencs , que 

aunaue puedan estar ligados a factores involucrados en 

la virulencia, no tengan relación directa con ella. 

Una manera para saber cuales ~e estos factores están 

r ealmente involucrados en la virulenci a amibiana es 

utilizar un enfoque genético, aislando nutantesºdefi

cientes en propiedades que se ha reportado que 



corre lacionan con la virul enc ia. 

Los estud ios en parásitos hasta hace poco tiempo 

habían sido enfocados p~incipalmente a descri?ciones 
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morfol6qicas y e cológicas. Sin embarqo, en la actua-

lidad poco es conocido acerca de la qenPtica de muchos 

parásitos, la falta de proqreso en este cam~o se ha de

bido a: (a) las dificultades para aplicar las técnicas 

convencionales de análisis genéticos en oraanismos con 

ciclos de vida complejos, (b) a la falta de caracteres 

reconocibles que puedan servir como marcadores genéti

cos y (c) a la falta de métodos adecuados de cultivo 

para muchos parásitos . Para protozoarios parásitos 

estos estudios ya se han llevado a cabo en algunos or

ganismos que presentan una fase sexual conocida en su 

ciclo de vida, prinGipa~mente en malaria y coccidia. 

Por ejemplo, en los géneros Eimeria y Toxoplasma se ha 

demostrado que puede ocurrir recombinación aenética me

diante el uso de marcadores aenéticos de resistencia a 

drogas (Joyner y Norton, 1975; Pfefferkorn y Pfefferkorn, 

1980). En Trv~anosoma se han utilizado técn~cas de ae

néti ca molecu lar con la s cuales se han identificado 
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cuatro antígenos d e superficie (Hoeijreak e rs y col, 

1980). Los estud i os genéticos en nalaria han dado in

formación p rincipalmente en las siguientes ár.eas : 

1) La o rgani zación genética básica del parási t o (Beale 

y co 1 ' 197 8 ) . 

2) La extensa va riación genética de enzimas en pobla

ciones nornal es del parásito (Carter, 1978). 

3 ) La genética de r es istencia a droqas antirna l ariales 

(Ro sario, 1976 ; Padua, 19 81 ). 

4) Genética de la virulenci?, donde al cruzar l~~eas 

virulentas con lineas aviru lentas se de!in ió ~~e la 

virulencia es un carácter t!picarente ~e~~eiia~c 

(Walliker y col, 1976). 

Asi, tant o la aenética conve~ci c~a! cc~o la ge~~ 

tica molecular han dado importante i~f ~ r~a~ió~ acerca 

de la biolog ía básica de protozoari os ~ar~si tos. ?cr 

lo tanto, una frrrna de definir cJál¿s se~ les !ac~cres 
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realmente involucrados en la virulencia amihiana es 

utilizar un e nfoque qenéti co como el aislamiento de 

mutantes deficientes en características amibianas in

volucradas en la virulencia. De hecho nrozco y col 

(1983) y Suárez (1983) re~ortaron el aisla~iento de 

clonas amibianas deficientes en faqocitosis a partir 

de la cepa HMl:IMSS, en estos trabajos se dernostr6 que 

las clonas deficientes en fagocitosis presentan defi-

ciencia en virulencia. Sin embargo, estas clonas fue-

ron aisladas de una cepa muy heteroqénea (Oro zco y col, 

1985) y sin mutagenizar, por lo que se podría pensar 

que estas aillibas son variedades poco virulentas de 

~ histolytica y por lo tanto, es dif ícil esta bl ecer la 

separación clara entre la virulencia y otros fenómenos 

diferentes a los tomado s en cuenta para su aisla~iento. 

Por otra parte , no existen hasta la fecha marcacto

res en !'.'..:__ histolvtica que ?ermi t2n sequir experimental

mente a las amibas cuando se obtienen mutantes de ficien 

tes en fenómenos biológicos implicados en la virulencia, 

ni al revertir la deficiencia. Esto ser ía de gran 

utilidad en el estudio de la ~enética de la virulencia 
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a rribiana. 

La emeti na podr í a ser u na de las drogas de elec ción 

para marcar 0enéticamente ~ E . histolvtic~, o~teniendo 

mutantes amibianas r esistentes a ella. Estudios hechos 

por Gro llman (1966) indican que esta drooa es un potente 

agente s electi vo en cé lulas eucariontes, además de ser 

un potente inhibidor de la síntesis de proteínas . Oroz

co y col (19 85) han obtenido mutantes amibiana s resisten

tes a emetina que pueden s ervirnos ~a ra partir de ellas 

y obtener mutantes amibianas deficientes en virulenci a 

y marcadas genéticamen t e con resistencia a esta droga. 

De esta manera como obj e t ivo oeneral de esta tesis 

nos propusimos obte ne r mutantes de E. bistolytica defi

cientes en virulencia y marcadas aenéticamente con re

sistencia a emet ina para analizar en estas mutante s al

gunas de las prop i edades y actividades biológicas que 

se han correlacionado con la virulencia de este pará

sito , con el fin de determinar cuáles ce estos fenó~e 

nos están direc tamente invo lucrados en la \·i rul encia 

amib iana. 
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OB,TE'TIVOS 

En el presente trabaio no s ~ronusimos los siauien

tes objetivos particulares: 

1) Caracterizar preliminarmente a mutantes de S. histo

lytica resistentes a emetina. 

2) Obte~er mutantes de E. histolytica deficientes en 

fagocitosis y marcadas qenéticamen >e con resistencia 

a emetina. 

3) Obtener mutantes de .!"...:_ histolytica deficientes en 

adhesión y marcadas genéticamente con resistencia a 

emetina. 

4) Caracterizar la virulencia de las mutantes obteni

das. 

5) Caracterizar las mutantes deficientes en virulencia 

en algunas de las propiedades que se han relacionado 

con la virulencia amibiana como son el efecto 
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citop~tico sobre célulAs en cult ivo , lA "2ctividad 

de toxina", la actividad de lect ina inhibibl e nor 

N- Acetil - 0 - Galactosamina , interacción con células 

de la línea CHO, la interacción con Poli~orfonucl ea 

res humanos , la capacidad de formar colonias en aqar 

semis6 lido . 



Cultivo de trofozoítos de ~ntanoeba histolvtica. 

~odas las clon~s utiliza~as e~ el ~resente trabajo 

.':ueron cultiva,Jas axénica;:iente a 37ºC en tubos 4.e 16 
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'< 125 mm con rnedio 'T.'YI - !" - 33 (ria:.,ond v col, 197:) su

~lementado con 20% de suero bovino, 3% ~e la mezcla 

de vitaminas .Je Diamond (Sr:iecial Diamond Vitamin 

i:ixture , ~orth A~erican lliolonicals) y antibióticos 

(penici lina 0.25 UI/nl ~estreptomicina 35 µ0/~l ). 

A excepción de la clona ~. los trofozoítos se culti

varon en nresencia de 12 µg/nl de e~etina (Doljer, 

USA). 

Para cosechar o rese~brar los trofozoítos, los 

tubos con los cultivos en fase loqarítmica de creci

miento se incubaron en un baFo de anua-hielo durante 

5 a 10 nin ~ara desne~ar los trofozoítos de l as ~are 

des del tubo se acitaron suave~ente y se ?asaron a 

.:1ec1io fresco. 
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Cultivo ~e 1~ lineñ celular ~DC~ . LA s célul AS 

Lle la linea celular f'':IC!< fuero;i cu l t i•1acli\s en l"eri i o de 

r:aqlc (1959), su~:: lerentaio con 1')% de suero ~e ternera 

(Gibc o , USA) v entibi6ticos (nenicilina 100 U/ Ml v es -

tre::itorici;ia 100 ~ n/r.l ). I.i\s células se se~braron a al 

? 
tas densidades en botellas 1e cultivo de 75 c'.'l· (~ornin0 , 

U~A) y en multic~ra r as Lin~~o ('inbro , P~A ). Se incu-

baron a 37ºC en atl"ósfera de co
2 

y a ire ( 5 : 95~) ~ se 

utilizaren entre 3 y 5 d í as después de lo sier~ra cuando 

las ronoca~a s presentnron confluencia . 

Cultivo de células de la linea ~~O . Las células 

CHO fueron culti•1adas en r..edio F' -1 2 (Granct Islanc'! 

Diolooicals Co. , N. Y.) con 10% de suero fetal de te rnera 

(Grand Island Bioloqicals Co.), nenicilina (100 U/rl ) y 

estreptowicina (l OC ~r¡/'.'1 1). •.as célul es se senbraron 
') 

en botellas de cult ivo c1e 75 CTJ~ (Corni!"n , US!'.) . Cuando 

los cultivos Dresenta r on ccn:Juencie las células fue ron 

colectaias. Para colecta~ las células se e!i~in6 e l 

18~ (Gibco , USA) , la cual se elirin6 inredi?tanente , se 

asregaron otros 2 ~l Je tripsina E~TA y se incubaron e 
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37°C durante 2 cin . Al término ~e este tie non se elirri -

nó la t ripsi na y las célula.s se i'lcuharon rlura'lte 10 fT'in 

a 37°C . Posteriormente las células se colectaron con 5 

el de ~edio F- 12. 

Ca r acter ización nrelininar de las ~utantes de 

Entamoeba hist~ca r es ist e ntes a enetina . Previo a 

la. selección de trofozoítos deficientes en fa0ocitos i s 

(Faq -) a Darti r de clona.s amibianas resistentes a er.eti -

( - t r . ) · 1 - " · b ,., na e.re varias c onas l'..nt se soneti e ron a prue as ·1e 

resistenc i a cruzarla a colc~icina tanto en medio lícuido 

corno en medio s emisól i do. Al fT'isr.o tienpn se p r obó si 

las mu tan tes e ran e stables , es decir , si senu í an conser -

van'io la caract e rística de ser res isten tes a efT'et i n a . 

a ) Sensibi li jad a co lchicina er ne~i o líqu i jn . 

Cultivos en fase eynonencial de crecimien t o se in -

cubaron en un bafio de aau a - hielo nara aes~ena r los tro 

~ozn it o s de las ~a redes del tubo y 10
4 

troFozoitos Fue -

ron ?asados a un tubo con 12 un/ml ~~ ene tin a n 20 0 o 

4i)Q -S' /r.11 c1e c0lc~licin3 (Si-;na Cherical , CSJI. ) , como 
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colonias fueron aparentes a si~clc vista . r .. 1 0ficiencia 

de fornaci6n de co lonias se ~etermin6 como el nfimero de 

colonias aparentes a sirrnle vista divididn entre el nGme -

ro de trofozoítos i noculados v nultinlicado nor 100. 

llut<'<:<énesis . Para obtener clonas ~e E . ~istnlvtica 

~ratR y deficientes en faaocitosis (Pan-} trofozoítos de 

la clona c
9 

resistente a emetin"! , muy f'a0ocítica y rcuy 

virulenta ~ R + + 
(0mt , Fag , Vir } se crecieron en una botella 

de cultivo de 150 cm
2 

(Cornin0, USA} hasta que las cé-

lulas se encontraron en fase media lonarítmica, a este 

tiempo se aqregaron 350 wq/n l de etil ~etano sulfonato 

(EMS) durante 24 h , (!fernández, 198'1) al térnino de este 

tiempo el cultivo se incubó en un ba~o de anua - hielo pa -

ra despenar los trofozo í tos de las oaredes ~e la caja 

de cultivo , l os trofozoítos se pasaron a tubos cónicos 

de SO ~l y se centrifuqaron a 360 x ~ durante 5 min, el 

so~renadante se descartó, eli~inando de esta manera el 

nuUkieno. ~a ~astilla se resusren~ió en ne~io ~Yl-S - 33 

y los trofozoítos se distribuyeron en 39 tubos <le c11l ti-

vo independientes los cuales se incubaron a 37ºC durante 

48 h para cer~itir la segrenación de las nutaciones. 
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A.islaniento de trofozoítos deficientes en fa<Toci

tosis. La técnica utilizada ~ara aislar trofozoítos 

deficientes en fagocitosis fue la descrita :lOr Orozco 

y col (1993), la cual consistió en utilizar bacterias 

Escherichia coli cepa CR34 '!hy- crecidas en medio suple

mentado con 5-Bromo-2-deoxiuridina (BUdR) {Sigma Chemical, 

USA) y alimentar c.on. ellas a los trofozoítos. Las ~mi,.

bas que ingirieron. suficientes bacteria.s incorporaron, . 

la BUdR en su genoma y al irradiarlos con lu.z de long~.

tud de onda Je 310 nrn el DNA amibiano se rompió, mu

riendo los trofozoítos al momento de replicarse. 

a) Preparación d.e las ba.cterias. 

Escherichia coli e.epa CR34 '!'hy fue crecida en !!le

dio 56/2 (descrito en el anexo de esta tesis) su~lemen

tado con glucosa 0.5~, 51 de casarnino!cidos libre de 

vitaminas (Difco, USA), 1 )J g/rü de tianina (Siq!na Chemical, 

USA) y 5 O µg / rol d.e timid.in.a. (Sir:rrria Cherrical, CS!'.) . El 

crecimiento de las bacterias se llevó a cabo a 37°C en 

agitación. Los cultivos en fase exponencial de creci

miento fueron lavados 3 veces con medio 56/2 para 
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Plirninar los restos de ti~idina soluble . ílc Ja sus':len -

sión anterior se inocularon O.~ rl en redio S6/2 en el 

cual la tiridina se sustituyó con 50 ~0/ rl de BU~º. Ura 

vez que el nu evo cultivo lleq6 a la fase ex~onencial de 

crecimiento, las bacter ias se lavaron 3 veces co;i rieci io 

56/2 y se aiustaror a 30 ~~idades Klett (1 X 10 8 hacterias/rnl) 

b) Interacci ón trofozoítos-bacterias. 

Los trofozoítos tratados con Et'S 24 1! c>ntes fueron 

incubados en un ba~o de agua-hielo nara desregarlos de 

las paredes del tubo , se ce~trifuac>ron a 360 x ~ y se 

lavaron una vez con raedio nínirnn U-:1) (Gillin y Diarnond, 

1980) v se res uspe ndieron en /!M a 1 X 10
6 

trofozoítos/ 

rnl. Posteriormente 1 ml de la suspesión de trofozoítos 

se pasó a tubos estéri les y se le anregó 1 ~l de la sus

pensión de bacterias (1 X 10 8 /nl) . Las mezclas celula 

res se incubaron a 37ºC durante 3 h para permitir que 

las amibas ingirieran a las bacterias. Después de este 

tiempo las amibas se lavaron con ~! para eliminar las 

bacteri as no ingeri~as y C.5 X 10 5 trofozoítos se ino-

cul~rnn en tubos con ~edio TYI-S-33. Los trofozoítos 
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que estuvieron en contacto con la.s bacterias se incuba.-

ron a 37°C durante 24 h para l)ernitir la. replicaci6n de 

las amibas y la. incor11oraci6n de la. BUdR en. su DNA. 

c) Irradiaci6n. 

Los trofozo1tos que estuvieron en incubaci6n por 

24 h, se centrifugaron a 360 x. ~· se la.varen 2 veces 

con r1t• y se resuspendieron a 0.25 x 10
6 

trofozo1tos/nl en fl', 2 nl 

de esta suspensi6n se pa.saron a cajas de petri de 35 X 

10 llU:! (I,ux, r!iles Laboratories, USA). La.s ta.pa.s de las 

cajas se invirtieron. y se llenaron con una. soluci6n de 

timidina ( 1 mg /ml) la cua.l actu6 cor.io filtro protector 

de la luz. de longitud de onda muy corta ( <310 nm). Las 

cajas de pet::::i se ':>USieron sobre hielo y bajo una. lám

para de luz. de 310 nm a una distan.cia a.proximada de 5 

cr.t con el filtro de timidina interpuesto y en a<Jitaci6n 

suave durante 2 h. Terl"inado el tratamiento d.e irrad.ia-

ci6n los trofoz.01.t.os fueron sel!'brados en tubos con nedio 

TYI-S-33. Los trofoz.o1.tos sobrevivientes a la irradia.-

ci6n se contaron. con ayuda d.e un hei:natí:rnetro a diferentes 

tiempos hasta. que alca.nzaron la fase exponencia.l de 
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cree il"'lien tr•. Pl nrotocoln cornleto se reali zó 2 veces . 

d) Clonación. 

A p2 rtir de los t::-ofo:::oíto:; scbreviviéntes ;¡l se 

c¡unJo tratar.liento ª"' Sf'lecci6n se aislaron trC'fozoítos 

provenientes de una sola célula mediante la técnica Je 

for~ación de colonias ya antes descrita (Gillin y 

Dia~orn1 , 1978). :1 aqar s e complementó con 6 µq /nl ne 

er:1etina . Después de 7 a 10 días , cuan~o l~s colonias 

fneron a2arentes a sim::ile vista , se e::tra~o una colonia 

de cada cajH, mediante el uso de ninetas pasteur esté 

riles , aue se pasó a t ubos c on 12 rrl ae mertio TYI - S - 33 

con 12 wa/nl de enetina . 

En el caso de una de las subroblaciones , la número 

8 , que fu e incapaz de crecer en aqar senisólido , la clo

nación sP llevó a cabo en nedio lícuido i noculando en 

viales con ~ ml de medio TYI - S- 33 un trnfozoíto por vial. 

Los viales se incuba r on a 37°C y los trofozoítos de uno 

de los viales con crecimiento se nasaron a un tubo de 

16 X 125 nn cara seguir su cultivo en presencia de 12 
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µg/ ml de emetina. 

Obtención de eritrocito s humanos. Los eritroci-

tos fueron obtenidos por punción venosa mediante jerin

gas estériles con soluc ión de Alsever (Garvey y col, 

1977) como anticoagulan.te. La muestra de sangre se pa-

só a un tubo de 16 X 125 rrun., se centrifuaó a 100 0 x 2 

durante 10 min para separar los eritrocitos de otros 

elementos san~uíneos. Posteriormente los eritrocitos 

se lavaron 3 veces con solución sa.lina (NaCl 0.9 %) y se 

resuspendieron en medio TYI-S-33 a una concentración de 

1 X 108 eritrocitos/ml. Para todas la.s pruebas de :i:ago

citosis y adhesión se utilizaron eritrocitos de no más 

de 5 días de e xtraídos. 

Eritrofaqocitos.is . Las prueba.s d.e eritrofa.c:¡oci-

tesis fueron r ea lizadq..s d.e Q..cuerdo a. la técnica a.escrita 

por Trissl y col (1978) . Los tubos de cultivo de la s 

diferentes clona.s se in.c.ubaron de 5 a 10 mi n en. un baño 

de agua-hielo para despegar los trofozoítos d.e las pare

des del tu.be. Se cen.trifugaron cl.uran.te 5 min a 360 x 2 

y s e ajustaron en su. propio medio a 1 X 10 6 trofozoí tos/ml. 
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0.4 ml de esta suspensión se 9usieron en contac to con 

0.4 ml de la suspensión de eritrocitos humanos frescos 

(1 X 10
8 

eritrocitos/ml). Los tubos con las suspensiones 

celulares se incubaron en hafio María a 37ºC durante 5 

y 10 min. Al término de cada tiempo se aqr~aron 10 ml 

de aaua bidestilada para lisar los eritrocitos no inge

ridos . Después de 5 min de incubac ión con aaua bides-

tilada a temperatura amb iente, las preparac i ones se cen-

trifuaaron a 360 x ~ duran te 5 min, se desca rt aron los 

sobrenadan tes se fija ron con qlutaraldeh i do al ~.5% en 

solución salina amortiquadora de fosfatos , pH 7.3 (PBS) 

por 30 min a 37°C . Posterior~ente, l3s preparacione s se 

lavaron 3 veces con solución salina y l os eri troci tos 

ingeridos se contrasta r on con la ti nci ón de Novikoff 

(1972) la cual consiste en inc uba r las preparaciones du

rante 30 mina 37 ºC con 3- 3 ' diaminobencidina (Sigma 

Chemical, USA ). Al término de este tiempo las prepa r a -

ciones se lavaron 3 veces con solución salina . Posterior-

mente se contaron los eritrocitos inaeridos en 100 amibas 

eleg i das al azar y se obtuvieron l os ¿ r e med i os de e ritro 

citos inqeridos por cada clona a cada tiemoo. 
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Adhesión a eritrocitos. Para la s p ruebas de adhe-

sión a eritrocitos se utilizó la técnica descrita por 

García-Rivera y c o l (1982). Los trofozoítos de las di -

ferentes clonas fueron incubadas en un bafio de aoua - hie-

lo durante 5 a 10 min, se c e ntrifuaaron a 360 x g duran

te 5 min y se ajustaron en su precio rnedio a 1 Y 10 6 

trofozoítos/rnl. 0.4 rol de esta sus pensión se incubaron 

con 0.4 rol de la susnensi6n de eritrocitos humanos fres

cos (1 X 10
8 

eritrocitos/:--1) . Los tubos con las susoen-

sienes ce l ulares se incubaron en un bafio de aqua-hielo 

durante 5 y 10 rnin. Al término de estos tie~pos las 

prepa raciones se fijaron con 0lutaralcer í do al 2.5 % en 

PBS durante 30 min a 37°C . Posteriormente las ? re~ara-

cienes se lavaron 3 veces con solución salina v los eri-

trocitos se contrastaron utilizando l a tinci6n de 

1-loviko:'f (1972). Posteriormente la s p reparac i o nes se la-

varan 3 veces con solución salina y se con t aron l os eri-

trocitos adheridos en 100 amibas elen idas al a zar ; obt e -

niéndose los promedios de eritroc i. tos a d h e r idos po r amiba 

para cada clona y a cada ti e~no. 

Virulencja. La virulenci a de l as clonas se 
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det e rminó po r inoculación intran orta l Je tr o fozoitos en 

háosters jóvenes machos de ap r oxi~ad~mente 10~ 0 de ce -

so que se anestesiaron por vía intra pcritoneal con Anes-

te sal (ilorcl.en, f'.éxico) utilizánclose 1 r:il de un¡:¡ solución 

diluida 1:10 por cada 100 o de peso del anir:iál . Una vez 

anestesiados se les ¿racticó lanarc.tOf'lÍa a!"C':>lia y se lo -

caliz6 la vena porta, por la cual se inocularon 2.5 X 

'i io - trofozoítos en 0.5 ml de medio TYI-S - 33 con una je-

rin 0 a estéril de 1 r:il. 1-a herida se cerró cosiendo en 

2 planos, el rnGsculo y la Piel . Al té z mino ~e g ~ías 

los hámsters se anestesiaron con cloroformo , se abrie-

ron para extraer el hínado y localizar la presencia de 

abscesos así como el tamafio de éstos. 

"Actividad tóxica" de extractos amibianos . Para 

medir la "actividad de toxina" de las diferentes clonas 

se utilizó la técnica descrita por Lushbauoh y col 

(1978), Bos (1980) y Mattern y col (1980). Los tuhos de 

cultivo de las diferentes clonas se incuharon en un ba~o 

de aoua -~ielo durante 5 a 10 min, se centrifuocron a 360 

x 9 durante 5 ~in, los sobrenadantes se descartaron y 

las ~astillas se lavaron 3 veces con soluci6n sal ina. 
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T • • G 
JJas suspensiones se a Justaron a 1 X 10 trofozoítos/ril 

en solución salina y los trofozoítos fuero~ lisados por 

2 ~asos de con~elación-descongelación, se centrifunaron 

a 310 x ~durante 15 ~in a 4ºC se aoreaó 0.02 de e -rr.er -

captoetanol (~erck-México). Los sobrenarlantes se anre-

garon a ~onoca~as ~e cé lulas en~teliales ~e la línea 

f.\DCK cultivadas en r.iul tic2!"'aras J.inbro, previamente la-

vadas con solución sali na. r~s monocapas con extractos 

amibianos se incubaron a 37ºC durante 1 h. ll.l térnino 

de este tiemro se retiraron los sobrenadantes y se ?ro-

cedió a evaluar el grado de destrucción de la nonocana. 

Para medir cuantitativamente la aestrucción de la riono-

carya se utilizó la técnica descrita ror Orozco y col 

(1 978) y Dracha y ~irelman (1984). Después de levar 

la multicánara 3 veces con solució~ salina, las ?rena-

raciones se fijaron con nlutaral~2~i rlo al 2.Si en P3S 

durante 1 5 min. Al té~rr.ino de este tie~~c las p~e~a~a -

ciones se lavaron 2 veces con scl~ción sali~~- Pos~e-

riorriente se tiñieron con azul ~e ~etil e~2 a: l~ ~re~a -

rado en solución a:'.lortiguadora de boratcs .1 . i H ":'!-' 8.-; 

durante 10 :"'in. 

~l de la solución ~e ~oratos 2.01 
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color absorbido por las ~oroc~nas se agreaó 1 ~l de HCl 

C. l M durante 30 rnin a 37ºC . PosteriorPente se leyó la 

absorbancia a GGQ nrn. Cl Q~ de la dest rucción de la 

rnonocapa se tor.6 de los valeres reoistradns ~a-a las rno-

noca¡'as celulares que no estuvieron en conta'cto con los 

extractos arnihianos y como el 100% de la destrucción de 

la ~onocapa se tornó el ualor renistrado ?ara las células 

aue estuvieron en contacto con los extractos de los tro-

fczoítos de la clona c9. 

Efecto citopático sobre células e~iteliales en 

cultivo . Los trofozoítos de las diferentes clon~s se 

separaron de las 9aredes del tubo nnr enfriamiento en 

agua - hielo, se centrifugaron a 360 x ~ durante 5 rnin 

se descartaron los sobrenadantes y los trofozoítos se 

ajustaron a 1 X 10
6 

trofozoítos/ml en medio TYI - S- 33. 

0 . 1 ml de cada suspensión celular se ~usieron en contac-

to con rnoncca¡:ias de células epiteliales c'e la línea /'.")CK 

culti'.'adas en rulticár.aras Liróro oreviarnente lava.das 

con solución salina. Se 2~r~g6 1 nl de ~eclio ~YI - S-33 

a ca~a cozo de las reuticárnaras v se incuharon a 37ºC 

durante 1 h. Al término de este tier.?o se incubó la 
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r.ulticámara a 1 ºC durantP 15 ~in nara desDenar los tro 

fozoítos de la cá~ara de cultivo , se desPcha ro n los so

brenadantes , las cá~aras se la varon 3 veces con solu-

ci6n s alina fr í a y se ~roce~ i6 a evaluar el 0rado de 

destrucción de la wonocapa de la nanera antes menciona-

da . 

Interacción de los trofozoítos con células de la 

línea CHC. Para el ensayo de r.ue rt e celular de células 

de la línea CHO se sinuió la técnica descrita co r 9av-

din y col (19 30 ). Células CH0 tri ?sini zada s se resus-

~endieron en medio F-12 (Gibco ) su n le~entadn con 10 ~ de 

s uero fetal de ternera , se lavaron una vez con ~e~io 

TYI - S-33 al l~ en PBS ~ se ajusta r on a 2 X l~S células/ 

ml. 1 ml de esta suspens ió n se ?ª~ 6 a tubos de rolies

tireno Je 1 2 '< 75 rr>r1 (Falcon , USA ), se anre06 a cada 

tubo 1 Y. 10 4 a~i~as de las niferentes clonas obtenien

do una relación de 20 cé lul as CEO por cada a~iba . Las 

suspensiones celulares se c e ntrifuaaron a 360 x a du -

rante 5 min. Posterio=~ente se incubaron a 37ºC juran -

te 3 h. Al término d e ~ s~e tie~?º se le a0rer.6 a cada 

pastil l a celula r 0.1 nl de azul de tr i ?ano al 4 % se 
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contó el número de células c:10 vivc.s y r:mertas con ayu-

da de un hema tímetro . 

Ad~esión a células de la línea CHO. Los tu~os de 

cultivo c on las diferentes clonas se incubaron en un 

baño de an,ua-hielo ?a ra des?e0ar l os trofoz o í tos 0e las 

paredes de l tubo, s e centrifuaaron a 300 x 9: durante 5 

rün y se la\'.aron. 2 veces c on Mejio s al i no F c e Puck sin 

suero, pH 6 . 8. Posteri.ormente 1 X 1 0 1 am ibas de caC\a 
~ 

clona se pusieron en contacto con 2 X 1 0~ cé lulas de la 

línea CHO. Las suspensiones celulares s e resuspend ie -

ron en 1 rnl de medio salino de Puck, se centrifuga ron 

a 360 x g d.u.rante 5 min y se incuba ron a 4ºC durante 3 

h. Al término de es te tier;1:00, se deca.ntó el r.1edio y 

l c. s c élulas se r esuspend.i e ron suavenente en. el tubo y 

se con taron las amibas que adhirie ron células CHO, t o -

rnándose cor.10 positivas aquel los trof o zoítos q ue adh irie -

ron 3 células o más (formación de r oseta). 

Obt e nción de Polimorfonucleares. Los polimorfo-

nucl ea res ( P~N ' s) s e obtuvieron DOr punci ón i1enosa ccn 

una jerincra es téril, uti lizancto herarina como 
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anticoagulante , la s angre se diluy6 1:1 en soluci6n sa-

lina de Henle balanceada lX (PBSS). 30 ml de la mezcla 

de sangre se agre0aron a un tubo c6nico de 50 ml que 

contenía 12 ml de una solución de ficol-hipaque, la mez -

cla se centrifun6 a 400 x ~ du rante 40 min. Al término 

de este tiempo se eliminaron las tres capas superiores. 

Las capas restantes se diluveron en 8 a 10 ml de dex-

trln al 3 1 y es ta mezcla se dejó sedimentar durante 60 

nin a tem~eratura a~biente. Poste~iormentc se removió 

la capa superior, la cual contiene los PM~'s, y se cen-

trifun6 a 360 x 2 durante 15 rnin a 4ºC. Posteriormente 

se afiadieron en el siguiente orden, 3 ml de EaCl al 

0.22 % durante 45 min, 0.88 ml de NaCl al 0.3 % y 5 nl de 

HBSS. Posterior~ente la sus?ensión se centrifugó a 360 

x 2 du rante 15 mina 4°C. ~inalnente los PMN's se re

suspendieron a una concentración de 2 X 10
6 P~'H 's/rü. 

Interacción PMN'S-a::iiba s. Los trofozoitos de l as 

5 
diferentes clon_as s e ajustaron a 1 X lC' trofozoitos/nl v 0.1 Ml drc 

estas suspensiones se pusieron en contacto con 1 l"'.l de 

una suspensión de P:,m •-s (2 X 10 6 Pl-'!-'.'s/ml). Las suspen-

s ienes celulares se centrifuqaron a 360 x g durante 5 
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~in y se incubaron a 37ºC durante 3 h. Una vez conclu í-

do este tie"'?º se agre06 0.1 ml de azul de tripano al 4 % 

y se contó el núnero de anibas vivas y nuertas así co~o 

el núr.iero re Pt-'t' ' s vi vos " "''Je r t0s con a~11.vlc. <lP. un hena-

tírc1etro. 

Actividad de lectina . ~ara ~ecir la actividad de 

lectin¿¡ inhibible ;::>or- '.l - acetil - D-::¡ alactosar.ina se utili 

zó la técnica descrita ::ior Pavdin y col , (198 5) . Los 

trofozoítos de las diferentes clonas se centrifuqaron a 

360 x g durante 5 ~in, se lavaron 2 veces con PBS, se 

resuspendieron en un volumen de 3 rnl je PBS y se soni-

caron 2 veces durante 30 seg, teniendo las susoensiones 

en un baño de hielo durante todo el procedi rriento. Pos -

teriormente los sonicados se centri:ugaron a 250,000 

x ~ durante 30 ~in. De cada sonicado se ~i~i6 la canti-

dad de proteína ?resente ~ediante la técnica descri~a 

por Bradford (1976) y se hicieron diferentes dilucio~es 

en ?BS, las cuales se pusier0r en contacto con 2 X 10 5 

célul as de la línea CHO ?revia~ente fija~as con cl~ta-

raldehíco al 1% . Las célula s con el sonicar'o a~ibiano 

se colocaron en 3 pozos r'e nicrotit~laci6n . Las ¡:-l"lc?.s 
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se incubnron duran te 1 h en 3nit~ci6n a 4 ºC. 7\1 térrrino 

de este tie~~o se observ6 ~J ~icrnscn~io 6~tico u se die

ron valores de O a 1 a cada ~ozo , senGn la a~lutinaci6n 

0ue rres~~taban las c6lul as . 0 ~ ue el valor p~~3 ague-

llas células aue no anlutinaron v 4 ;:>a r a a1u-ella s célu 

l as que formaron una castjlla co~nac ta en el centro del 

DOZO. ~a actividad de lectina se aeter~in6 a cartir de 

1::1 r;;ínir~a concentración de l sonica.-10 111e pror1uio aqlu 

tinación, se obtuvo un promedio del arado Je aqlutina

ción de l os 3 pozos con la misma dilución v se dividió 

entre la cantidad de proteína ~resente en dicha dilución. 
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RES ULTADOS 

Caracterización preliminar de las muta ntes EmtR. 

Varios investigadores (Hutchinson, 1963; Bench - Hansen 

y col, 1976) han reportado que mutante s resistentes a 

una droga, frecuentemente presentan alteraciones en la 

membrana, que las hacen resistentes a otra s drogas. 

En este trabajo utiliza mos clona.s amibianas resisten

tes a emetina (Orozco y col, 1985) para aislar las 

mutantes deficientes en fagocitosis . Para descarta.r 

que estas mutantes presentaran altera.cienes a nivel de 

la membrana, ya que la membrana plasmática amibiana 

juega un papel importante en la virulencia, se r ea li

zaron p ruebas de resistencia cruzada a otra droq a . Pa

ra estas pruebas se eligió la colchicina, porque Bench

Hansen y col (1976) en.contra.ron que mutantes resis ten

tes a colchicina también eran resistentes a emetin a . 

Las pruebas de resiste n.cia cru.zod.a se hicieran. 

de dos maneras, una siguie ndo e l crecimiento celu.lor , 

contando los trofozoítos viables en medio liquido y en 

presencia de 12 µg /ml de eme tina o 200 o 400 ug/ml de 



31 

colchicina , la otra manera fue midiendo la FFC en aoar 

semisólido en presencia de 6 ~g/ rnl de emetina o de 300 

11g/ml de colchicina. 

La caracterización de 11 clonas EmtR tanto en me-

dio líquido como en medio senisólido se mue stra en la 

Tabla I donde se puede observar que 5 de las clonas 

probadas mostraron ser inestables, ya que perdieron la 

caracter ística de ser EmtR después de ser cult ivadas 

durante varia s generaciones en ausencia de la droqa. 

De las 6 clonas que siguieron con s e rvando la resi sten-

cia a emetina se encontraron 2 grupos diferentes de 

mutantes, un arupo compuesto de 3 clonas 

fue r o n tambi6n resi stentes a colchicina 

(C2, C3 y CB) 
R 

(Col ) , es to 

sugirió que estas mutan tes tienen ?iteraciones a nivel 

de la menbrana plasmát ica que hacen disminuir su per -

meabilidad y por eso son resistentes a las 2 rlroaas. 

El otro qrupo EmtR , también representado por 3 clonas 

(C
6

, c
9 

y c
10

l fueron sensibles a c olchicina (Cols), 

lo que sugiere que estas mu tantes estén altera~as a 

nivel de la ~aquinaria de síntesis de proteínas , como 

se ha descrito en a lguna s células EmtR de la línea CHO 
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P~UEBAS DE RESI~TENCIA CRUZADA PARA 

IJ\S CLOtlAS Ent P. 

CLONA 

A 

C1 

C2 

C3 

e, 
Cs 

c6 
C1 

Ca 

e~ 

e i o 

e 11 

MEDIO LIOUIDO 
EMETINA COLCHICINA 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ Resistente. 

- Sensible. 

N.D. No determinado. 

MEDIO SEPISOLIDO 
EMETH:A COLCTIICINA 

+ + 

+ + 

+ 

N.D. N.D. 

+ 

N. O. N. D. 

N.D. N.D. 

R 
Trofozoítos de las clonas Emt , cultivadas durante 3 

meses en ausenc ia de la droqa , fueron inoculados en 

medio líquido con 12 µ~/m l de emetin~ o 200 o 400 µq/ 

ml de colchicina y en a~ar semisólido con 6 µq/ml de 

emetina o 300 µq/ml de colchicina . Las clonas resi s 

tentes en medio líquido fueron aquellas que crecieron 

a la misma velocidad que la clona respectiva en ausen

cia de las droqas. En medio senis6lido las clonas 

resistentes fueron aquellas que ncstraron una eficien

cia de formación de colo~ias ~ 50% de la misma clona 

en ausencia de las droaas . 



(Gupta y Siminovitch, 1977). 

En la fig 1 se observa que la clona silvestre, 

clona A, en ~resencia de e~et ina muere a las 192 h, 
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y en presencia de 200 µg/ml de colchicina la ~oblación 

permanece constante. En cambio la clona c
2 

tiene un 

crecimiento normal en presencia de las 2 drogas (fig 

2), mientras que la clona c
9 

crece normalmente en pre

sencia de emetina, pero no en presencia de colchicina, 

(fig 3). 

Eritrofagocitosis, adhesión a eritrocitos v vi

rulencia de las clonas c
2 

y c
9

. Como uno de los obje

tivos de este trabajo fue el aislamiento de clonas ami-

bianas deficientes en virulencia, era necesario asegu -

rar que las clonas de las cuales se iba a partir pre

sentaban los fenotipos Fag+, Vir+. Por lo tanto, tro 

fozoítos de las clonas EmtR, c
2 

y c
9 

se inocularon en 

hámsters jóvenes para medir su virulencia y se lleva

ron a cabo experimentos de eritrofaqocitosis y de adhe

sión a eritrocitos para definir su eficiencia en com

paración con la clona A, cuyo fenotipo es Vir+, Fag+, 



5 .¡ 

FIClTRA 1 

Prueba de resis tencia cruzada para la clona A. 

10
4 

trofozoítns cte la clona A se inocularon En mertio 

TYI-S-33 en ausencia de la 0roqa (o- o) o en presencia 

::le 12 t.q/ml de emet ina (• - • ), 200 110/ml cie colcricina 

(~- • ) f 400 uo/ml cie colchicina ( • -•l va ci iFerentes 

tieruos se contó el nGmero de trofozoítns vi~bles. 
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FIGURA 2 

Prueba de resistencia cruzada para la c l o na c
2

. 

10 4 trofozoítos de la clona c
2 

se inocularoñ en medio 

TYI-S-33 en ausencia de droqa (o-o) o en presencia de 

12 ug/rr.l de emetina (• - • ), 200 µg/r:ü de cclchicina 

( 6- 6 ) ó 400 µg/ml de colchicinc ( • - • l y a diferentes 

tie~pos se contó el número de t r ofozoítos viables. 
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FIGU~A 3 

Prueba üe resistencia cruzada pa ra la clona c
9

. 

10
4 

trofozoítos de la clona c
9 

se inocularon en medio 

TYI-S- 33 0n ausencia de eroga (o-o) o en presencia de 

12 µq/ml de emetina (• - • ), 6 200 µg/ml de colc~icina 

(A- n ) o 400 µq/ ml de colchicina ( A-A) y a difere~tes 

tie~pos se contó el número de trofozoítos viables. 
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En la fig 4 se puede observar que la clona c
9 

tiene una eritrofagocitosis si~ilar a la de la clona 

silvestre a los 5 y 10 min , en cambi o la clóna c
2 

es 

deficiente en eritrofagocitosis (Faa-), ya que fago-

citó aproximadamente el 52% de lo que fagocitó la 
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clona A a los 5 min, mientras que a los 10 min la de-

ficiencia fue más aparente pues solo faaocit6 el 35% 

de los eritrocitos ingeridos por la cJ,na A. 

Los experimentos de adhesión a eritrocitos mues-

tran un comportamiento similar a lo observado en los 

experimentos de eri trofagocitosis. Es decir, la clona 

c
9 

no mostró diferencia alguna en su eficiencia de 

adhesión con respecto a la clona silvestre, mientras 

que la clona c
2 

adhirió solo el 53 % de eritrocitos 

comparado con la e ficiencia de la clona A a los 5 min. 

Esta deficiencia se hizo más aparente a los 10 min 

?ues la clona c
2 

solo adhirió el 35.7% de los eritro

citos adheridos por la clona A (fi0 5). 



FIGURA 4 

Eritrofa1ocitosis ce las clonas A, c
2 

y c
9

. 

Trofozoítos de las clonas A (o-o), c
2 

(e - e ) Y c
9 

( ó - 6 ) se incubaron con eritrocitos humanos (1:100) 

durante 5 y 10 rnin a 37°C, al término de estos tiem

pos se agreg6 agua bidestilada para lisar los eri

trocitos no increridos, las preparaciones se fijaron 

con qlutaraldehído al 2.5%, los eritrocitos se con

trastaron con diaminobencidina y se contaron en 100 

amibas elegidas al azar. 
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FIGURA 5 

Adhesión a eritrocitos de las clonas A, c
2 

y c
9

. 

Trofozo ítos de las clonas A (o - o), c
2 

(e - e ) y c
9 

( 6 - 6 ) se incubaron con eri troci t os humanos (1:10 0 ) du -

rante 5 y 10 min a OºC. Al término de estos tiempos 

las ?repa raci ones se fijaro n con qlutaraldeh í~o al 

2 . 5%, los eritrocitos se contrastaron con diaminoben 

cidina y se contaron los eritrocitos adheridos en 100 

amibas eleqidas al azar. 
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La virulencia de estas 2 clonas también fue di -

ferente (Tabla II). La clona c
9 

mostró una virulencia 

similar a la de la clona A, mientras que la clona c
2 

solo produj o abscesos he~~ticos en el soi de los ani -

males inoculados. Estos resultados con= irman que la 

fagocitos is y la adhesión correlacionan con la viru -

lencia amibiana como ha sido p ropu es to por Trissl y 

col (1978), Or ozco y col (1983) y Suá rez (1983). 

Selección de mutante s Fag a par~ir de la clona 

e 1 e F + + · + · ·ó 
9

. La c ona 
9

, a g , Adh y Vir , se el1g1 como 

cl ona silvestre pa ra el aislami e nto de mutantes def i-

cientes en virulencia. 

Para la obtención de mu tantes Fa0 , la clon a c
9 

se mutagenizó con etil metano sulfonato (EMS ) como fue 

descrito por Hernánde z (1985). Al retirar el mutáqeno 

los trofozoítos se d ividieron en 39 cultivos indepen-

dientes. La selección de mutantes Faa se ll evó a cabo 

por envenenamiento de l os trofozoítos con a lto grado 

de fagocitosis con bacterias crecidas en BudR y poste-

rior irradiación con luz de 310 nm de l o ngi tud d e onda 



TABLA II 

VIRULENCIA DE T...AS CLONAS c2 y c9 

CLONA VIRULENCIA (%} 

100 

50 

87.5 
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Para medir la virulencia se inocularon 2.5 x 10 5 tro

fozo!tos en hámsters j6venes, los hámsters s e sacrif i 

caron a los 8 días y se registr6 el % de animales ino

culados que presentaron abscesos hepáticos. Se ino

cularon de 5 a 6 hámsters por clona. 
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cono se describió e n materiales y métodos. Después de 

la irradiación, la mayor fa de l os trofozoftos mutage-

nizados muriero n po r efecto del tratamiento . Sin em-

bargo, se loo ~aron re c~ perar trofozoftos viables en 

11 de los cultivos. Cu a ndo estos c ul ti vo s llega ron a 

la fase expone ncial de crecimiento se midió el g r ado 

de fagocit os i s y se encontró gue solo uno oe ellos 

presentaba una velocidad de fagocitosis semeja nte a la 

de la cepa silvestre , lo gue nos indica que el método 

de selección es ef iciente. Las 10 clonas Fao se so-

metieron a un se~undo tratamien to de selección y como 

se puede observar en la Fig 6 el tratamiento no afectó 

significativamente a los cultivos previame nte tratados , 

pues presenta r on un comrortamiento similar al que mos

traron los trofozoftos de la clona c
9 

ali~en tados con 

bacterias crecidas en medio suple~entado con timidina. 

En cambio, todos l os trofozoftos de la clona c
9 

ali 

mentados con bacterias crecidas en medio suple~entajo 

con BUdR murieron por efecto del tratar.iento. Asf s e 

p udie ron aislar 10 su bpob laciones sob~evivientes de~i 

cientes en faqocitosis en dos paso s de selección. 
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FI GURA 6 

Crecimi e nto de las subooblaciones desDué s d e l 

segundo tratamiento de selección. Las pob la.ciones 

sobre vi v i entes a un primer raso de selección s e incu-

ba r o n d urante 3 h con bacterias Escheric hia coli cepa 

CR34 Thy crecidas en Medio suplementa do c o n 5- Bromo-

deox iurid ina (B UdR ) , 24 h después los trofozoítos s e 

irra diaron durante 2 h con luz de 31 0 nm de l ongitud 

de ond a. Posterio r me nte se cultivaron e n med i o TYI - S-

33 y se c o n tó e l n6 mero de trofozo í tos v iables a d i -

ferentes tiempos. 

o - o Trof o zoítos de la clona c
9 

al imentados con 

bacter i as c r ecid.as en medio sup lement ado con 

BUdR. 

•-• Trofozo í tos de las poblaciones s obrevi v i entes 

a un pr i mer t ratamiento de s e l e cc i ó n a lime n-

t ados con bacterias crecida s con medio supl e -

men tado con BUdR. 

Tro f ozo í tos de la clona e a lime ntados c o n 
9 

bacterias crecidas en medio s upl e me n tado c o n 

timid ina. 
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Clonación. Con el fin de obtener poblaciones homo

géneas, a partir de las poblaciones sobrevivientes a los 

2 pas os de selección, trofozoítos de cada una de ellas 

se inocularon en agar semisólido en presencii o ausencia 

de emetina de acuerdo a la técnica descrita por Gil lin 

y Diamond (1978). La eficiencia relativa de formación 

de colonias (EFCR) se obtuvo tomando como 100% la EFC 

de la clona c 9 en prese nci a de emetina. En la Tabla 

1II se observa que 7 de las subpoblaciones mostraron 

una EFCR en ausencia de emetina similar a la que presentó 

la clona c 9 . La subpoblación 5 917 mostró una EFCR de 

46%, mientras que la subpoblación 5 923 sólo presentó 

14% de EFCR. Por otra parte, la subpob laci6n 5 98 fue 

incapaz de formar colonias en agar semisólido, por lo 

que para ootener una población homogénea se clonó en 

medio líquido por la técnica de dilución limitada (Oroz-

co y col, 1983). 

Estos resultados demuestran que no hay relación 

directa entre la capacidad de crecer e n agar y la v i

rulencia amibiana , como había sido sugerido por otros 

investigadores (Gillin y Di amond, 197 8 ) . 
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TABLI\ IIl 

EFICIENCIA DE FORMACION [)f: COLONIAS DE LAS 

SUBPOBLACION 

c9 

5 9 - 3 

5 9- 4 

5 9- 8 

5 9- 13 

5 9 -1 5 

s 
9- 16 

5 9- 17 

5 9 - 19 

5 9- 23 

5 9-216 

SUBPOBLACIONES C 
9E~<S - 2X 

EFICIENCIA RELATIVA DE 

FORMJ\CION DE C0LO)IIAS 

6 µg/ml de emetina O µg/m l de emetina 

100 130 

22 120 

78 125 

o o 

21 140 

23 78 

21 140 

46 46 

98 122 

3 14 

55 150 

Trofo zoítos en fase ex?onencial de crecimien to fueron ino-

culados en botell as Falcon con medio TY I-S- 33 - agar (0.48 %). 

A los 7 días post -inoculación se contó el número de colo 

nias . La eficiencia relativa de formación de colonias se 

determinó dividiendo la eficiencia de fo r mación de colonias 

(EFC) de cada subpoblaci6n entre la EFC de la clona c
9 

en 

presencia de emetina y multiplicado por 100. 
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Sin emba r qo , en la misma t a bl a se nu e de observar 

que en l a mayor í a de las s ubrob laciones hubo una dismi -

nuc ión en su hab il idad para f o rwa r c o l o nias en aqar se -

misólido en presencia de emetina . 

De cada pob lación se aisló una colonia para su 

c arac teriza ción de fagocitosis, adhesión, "actividad de 

toxina " y efecto citopático sobre células e n cultivo. 

Eritrofagoc itosis. Para confirmar que las clo-

nas ais ladas eran deficientes en faqocit osi s se midió 

el g rad o d e eritrofagoc itosis de cada una de ellas a 

los 5 y 10 min. En la Tabla IV se muestra el promed i o 

de e ritroci to s ingeridos por amiba p 2 r a ca~a cl o na y 

como puede observarse , 9 de las clon as tuvieron un 

g ra do de f aqoc itosis menor oue l a cl o na e a los 5 rr in . • 9 

(p <0 .01). Solamente la clona C 
1 

r;:0st r é ·..::-:a :aC' ::J Ci -
9. '? 

tosis semejante a la clona silvestre en este tier;:~c. 

Sin embargo, todas las clonas aislacas inci rier o~ a 

los 10 mi n un número menor de eritrocitos ~~e la c ~ona 

silvestre (p <0.01) 

10 mutantes Fa g -. 

Por lo tanto se :ccrarcn ais!ar 



T.Z\BLA IV 

ERITROFAGOCITOS I S DE J.AS CLO:U'•S AISLADAS 

EPIT~OFAGOCITOS IS 

CLONA ( F.P ITROC I"'OS / Nn BA) 
5 PI N 1 º- MIN 

C9 5 . 4 lfí. 5 

c93 2 . 6 3 . 8 

c94 2 . 7 fl 

c9B 3 . 2 6 

c 9 1 3 2 . h 4. 7 

c915 3 7 

C916 2 . 5 7 

c917 3 . 6 7 . 8 

C919 4. 5 10 

C923 2 . 7 6 . 4 

c921 6 3 . 6 8 . 4 

Trofo zoítos y er itrocitos huma nos (1:100) se incu 

baron a 37ºC durante 5 y 10 min . Al término de 

estos tiempos se agreq6 aaua bid estilada para l i 

sar l os eritrocitos n o inaeridos , las p re oa racio

nes se f ijaron con alutaraldehído al 2.5% , los 

eritroc itos se contrasta r on c o n diaminobencidina 

y se c o ntó el núme ro de eritrocitos i n ae ridos en 

100 amiba s eleaidas al a zar. 
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Si ton2 n o s en cuenta ~ue para la se l e cción de n u-

7 
t antes Fag se irradiaron 2 X 10 trofozof tns y su po -

niendo q ue cada una de l as 10 ~obl a ciones sobrevivien -

tes proven ían de una sol a célula, e ntonces la f r ecuen 

-7 cia de aparic ión de mutantes Fag fue de 5 X 10 , 

mientras que sin mutaqenizar esta frecuencia fue ' 10- 8 . 

Estos resultados muestran qu~ la clon a c
9 

es una pobla 

ción altamente homogénea, ya que para aislar muta ntes 

Faq a pzrti r de esta clon a se tuvo que utilizar un 

mutágeno. ~s í, hay buenas posib ilidades de que las 

clonas Fao obtenidas en este traba jo no sean una va -

riedad de ~ histo lytica lo q ue tal vez sucede con las 

cl o nas Faq que fueron aisladas a ?artir de u na ~obl a -

ción muy heterogénea como es la cepa l~ll:I~SS (Orozco, 

19 83 ; Suárez , 1983). 

Adhesión a eritrocitos . Pa r a saber si la defi -

ciencia e n fag ocitosis presentada ? Or las c lona s aisla -

das de debí a a un a deficiencia en la ad hesión, se rea li -

zaron p r ueba s de adhe sión a eritrocitos. :::n la '.'.'abla V 

se re po rta el núme r o promedio de eritrocitos adre rido s 

por amiba para cada clona, c ono s e ?uede ob se rvar 7 de 
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l as clonas most r a r o n un a adhesión normal t anto a los 

5 como a los 10 min. La clona Cq¡g mnstró un compor

tamiento s i milar al que presentó en los experimentos 

dP eritrofaaocitosis. Es decir , a los 5 min tuvo una 

adhesión s imilar a la de l a clona silvestr e ~ pe ro a 

los 10 min mostró una menor adhesi ón p 0 . 01). Por 

o tra parte se obtuvieron 2 clonas que mostraron ser 

de fici entes en adhesión (Ad h -) desde los 5 min (c
98 

Y 

c
923

) ( p <O.Oll. Por lo tanto se obtuviero n 3 clonas 

Adh y si tomamos en cuenta que se ir r diaron 2 X 10
7 

trofozoíto s y suponiendo qu e cada poblac ión prov iene 

de una sola célula, se obtuvo una frecuenc ia de apari-

- . -7 
c ión de mutantes Adh de l..5x 10 , mientras que a par -

tir de la clona c
9 

sin mu tagenizar no se pudieron ob -

- - 8 t e ner mutantes Adh (frecuencia • 10 ) . 

Virulencia. Como nuestro princ i pal objetivo era 

aislar clonas de ~~ hist~lytic~ defic ientes en virulen-

cia , se p=oced i ó a caracte rizar la virulencia de l as 

mutantes Faq obtenidas . Para estas pruebas se inocu -

laron intraportalmente 2 . 5 X 10 5 trofozo ítos e n hámsters 

1óvene s de aproximadamente 100 g de peso . 8 días 



TABLA V 

ADI!ESION A ERITROCITOS DE LAS MUTAt.JTCS FAG 

CLONA 

c9 

C93 

C9 4 

c9B 

c913 

S, lS 

c'.116 

c917 

c9u 

cnJ 

c9216 

A D !t E s I o N 

(E RI TROCITOS/ AMIBA) 

5 MIN 10 MIN 

7. 5 17 

7 15 

6 . 2 13 

3 . 4 5 

4. 8 11. 6 

7 . 1 16.4 

7. ¿ 15.J 

9 13. 6 

6 . 1 '1 .1 

4 . l 6 

6 . 2 1 6 .1 
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Trofozoítos y e ritroc itos !1umanos (l:l OCi) se i:;cuo :i. -

ron a 4ºC durante 5 y 10 nin . Al té r.-:1.i :-. :J .ie 

tiempos las preparaciones se ~ijaro~ ~en ~:~=a=a:-

dehído al L.5%, los e ritrocitos se contrastare~ con 

diaminooencidina y se co~taron las eritrocitos acL~eri-

dos en lJO amibas elegidas al azar. 
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post - inoculación se extrajo el híoado para localizar 

la presencia y tamaño de los abscesos. En la Tabl a VI 

se observa qu e todas las clonas tuvieron un qrado de vi 

rulencia menor al 50~ (Vir ) del presen tado po r l a cl o -

na silvestre . Además , los abscesos produc idos por la s 

c l onas Faq fueron más pequeños que los p r oduc i dos por 

l a clona c9 . Así, se demostró una v e z má s la relación 

existente e ntre la fa qocitos is y la viru l encia amibia-

na. 

Dado que la mayor f a de Las clonas fueron Adh + se 

p uede afirmar que la ad~csi6n , a unq ue es u n evento im 

portan t e para la virulencia amibiana , no es por s i 

misma suficiente para que se exprese la aqresividad de 

este parásito . 

" Ac tividad de toxina" de los ext ractos arn i bianos. 

Lushbauch y col (197 8 ), Bos y col (19 80 ) y ~ :at t e rn y 

col (1 980 ) han 9os tulado que la "ac tividad de toxi na" 

de los ext ractos a mibianos juega un paoe l i~~ortan te 

en la agresividad de E. histolvt ica. Para def inir si 

realmente este es un factor involucrado en l a virulencia , 



TAB LA VI 

VI RULENCIA DE LAS 1-'.UTANTES FAG-

CLONA VIRULENCIA ( %) 

c9 87.5 

c93 20 

c94 o 

c9a 37.5 

c913 20 

c915 20 

c916 o 

c917 33 

c 919 o 

c 923 20 

c9216 20 

2.5 X 10 5 trofozo1tos fueron inoculados en hárnsters 

j6venes, los animales se sacrificaron a los 8 d i as 

y se registr6 el % de an i males inoculados que pre

sentaron abscesos hepáticos. Se inocularon de 5 a 

6 hárnsters por clona. 
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se realizaron p ru e bas de " a ctiv ida ~ d e toxina" s o bre 

monocapa s de células epitelictles <l e la lfnea ~DCY, con 

los extractos de las mutantes rag-, Vir obtenidas en 

el presente trabajo . Des?ués de 1 h o más de inter-

acción entre los ex tractos y las monocapas se <leter-

minó el grado de destrucci6n de las mismas como se des-

cribe en Materiales y Métodos. En la Tabla VII se pue-

de observar que 7 de las clonas tuvieron una "activi-

dad tóxica" sobre las células en cultivo similar a la 

que mostró la clona silvestre. Los ex~ ractos de las 

clonas c
93

, c
94 

y c
915 

no destruyeron la s wonocapas 

Por lo tanto , coro la Mayorfa de las ~utantes 

Fag-, Vir . + 
presentaron un fenotipo Tox , se puede con-

cluir que esta actividad no es un fenóMeno biolóoico 

que sea suficiente para el establecimiento de la agre-

sivi<lad amibiana. Aunque no se descarta que factores 

citoplásrico s involucrados en la agresividad de la ami -

ba participen en la destrucción de las Monocapas celu-

lares. 

Efecto citopático sobre células epite l ia les en 

cultivo. Varios investigadores han reportado una 



TABL/\ VII 

EFECTO CITOTOXICO DE LOS EXTR/\CTOS N1IRI/\NOS nE 

LAS t1UT/\NTES Fl\G , VIP 

CLONA "ACTIVID/\D DE TOXIl'l\" ( %) 

c 100 
9 

c93 20 

c94 o 

c98 100 

c 91 3 100 

c 20 
9 15 

c9 16 100 

c9 17 1 ()0 

c9 19 101' 

c923 1 o 'l 

c9 216 1 00 

Monocapas de la línea tlDCK y ext!:"act0s ce ::!:"::> :' 0 zo í'.: ::- s 

(1:10) se pusieron en c on tac te c~ra~t e l ~a 37° C . 

Posteriormente se rnidió el craic ~e ~ es '.: !:" ~ :c~6~ ~ e --

monocapa como se indica en ~ate ~ ~al es , . ~§~2do s . 

74 



75 

relación di recta entre la virulencia c' e las ceras arr.i 

bianas y la capacirlad de éstas para des trui r rnonocanas 

de células en cultivo (Mattern y col , 1º7R; Qrozco v 

c o 1 , 19 7 R ; R;i vd in y co 1 , 19 8 (1 ) • Pa r a confirM~r esta 

r el a c ión se midió el efecto citorático de la's clonas 

Fag , Vir sobre monocapas de célula s epiteliales de 

la línea MDCK . En la Tabla VI II se presentan los re -

sultados de la destrucción de la nonocapa p roducida 

por las di!e rentes clonas después de 1 h de inter -

acc ión a 37 °C. Todas las clonas obten'1as en e l pre -

sente trabajo tuvieron una rr.enor habilirlad para d es 

truir la monocapa (Ctp -) en compa ración con la clona 

c
9

. Por lo tanto, se confirma que el e!ecto citopá

tico sobre células en cultivo correl ac iona directa -

mente con la virulencia amibiana medida in vivo , por 

lo que este ensayo puede utilizarse nara pruebas de 

virulencia in vitro. 

Interacción de trofozoítos Vir con células d e 

la línea CHO . Pa ra saber si las mutantes obtenidas 

eran también incapaces de producir daño en otros sis 

temas normalmente utilizados pa ra cuantif icar la 
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TABLA VIII 

EFCCTO CI':'OP,\TICO DE LAS MUT l\l-lTE S FAG VI R SOBRE CE LU LAS 

EP I TELIALE S EN CUL? I VO 

CLONA EFECTO CITOPA':'ICO ( % ) 

c 100 
9 

c9 3 21 

c94 15 

c 9B 10 

c 
91 3 

40 

c91s 32 

c916 28 

c917 r: . D . 

c 91 9 o 

c 17 
92 3 

c9216 
25 

Monoca pa s ce lul are s de la líne a rT CK y trc~ozoítos v~vos 

se incubaro n e n u na relación 1: 1 du r a~te 1 h a 37ºC . 

Poste riormente se midió el a rado de de s tru c ción de l a 

monoca p a c omo se i nd i c a e n r.a t e ria les v Métodos . 



virul encia a~ihiana in vitro, se pr0cedi6 a ~eoir el 

qrado de agresividad de una ~utante Faq -, Adh+ y de 

una Fag , Adh sobre célula s de la líne a CHO de acue r-

do a l a técnica descrita oor Ravdin y c o l (1980). ~este 

ti po de ex~erimentos se tomó como control pasitivo e l 

da~o producido ?O r los trofozoítos de la cena :JMl:IMSS 

y c omo control negativo la clona L-6 (Fag-, Adh+, Vir -) 

(Orozco y col , 1983 ). En la Tabla IX se observa q ue 

después de 2 h de interacción entre trofozoítos de la 

cepa HMl:IMSS y células de la línea CHO el porcentaje 

de células CHO viables es de 15 . 84 %, mientras qu e en 

los experimentos de interacción de cé l ulas CHO con 

trofozoítos de la clona L-6 el 85 . 23 % de células CHO 

permanecen vivas. En los experimentos de interacción 

de células CHO con trofozoítos de las clonas c
93 

y 

C el 61 y 40 % de células CHO permanecen vivas. 
919 

Estos resultados correlacionan con los obtenidos 

de los experimentos de ~agocitosis, es decir, que es tas 

mutantes tienen un qrado intermedio de fagocito sis en -

. . + + 
tre las poblaciones silvestres Fag , Vir y la clona 

L- 5, Fag-, Vir -. Además de estos resultados se puede 
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TABLA IX 

INTE RACCI ON DE TROFOZO ITOS VIR CON CELUI.AS DE LA 

LH1EA CHO 

'Is DE CCLUJ.l\S Cl!O 
CLONA VIVAS MUr::RT!\S Fl\COCI'C'l\Dl,S 

o 
LISI1DAS 

mn: IMSS 15 . 8 4 2 2 . 3f: Fl . 78 

L-6 85 . 23 2. 11 12.66 

c 
93 

61 9. 31 21. 69 

c 
919 

40 3. 3 56.7 

Trofozo íto s y células CHO (1:20) se ?USie ron en con -

tacto durante 3 h a 37°C. Posteriorr.ente se deter-

minó el porcentaje de células CHO vivas y ruertas 

por el método de exclusión de azul ~e tripa~o. Las 

células fagocitadas se obtuviera~ r.e la ~i:ere~cia 

entre el núr.ero total ce cél'.:las al inicio Gel e~~e -

rimento menos la su!:la 2e las célc:las '.-i ,·as ,. :-·.1er-

tas. 
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decir qüc las nutantes obtenidas ?resentan deficiencia 

para producir daño en otros sistenas utilizados para 

medir virulencia in vitro. 

Adhesión a células. de la línea CHO. JYara deter-

minar si las nutantes Adh obtenidas en el presente 

trabajo eran deficientes también para adherirse a 

otro tipo de células, se eliqió una de las clonas Adh 

para realizar experimentos de adhesión a células de la 

línea CHO de acuerdo a la técnica descrita por Ravdin 

y col (1981). Como controles positivos se utilizaron 

trofozoítos de la cepa HMl:IMSS (Adh+, Faq+, Vir +) y 

+ - -de las clonas L-6 y c
93 

(Adh , Faa , Vir ) . En la Ta-

bla X se muestra que el 79.15 % de los trofozoítos de 

la cepa IU!l:IMSS son capaces de formar r osetas , en in-

teracción con células CHO mientras 1ue tro~o3oítos de 

las mutantes c
93

, c
919 

y L- 6 tuviero n un porcentaje de 

rosetas m&s bajo 14.33, 19.23 y 10.12 % respectivamente. 

Estos resultados suqieren que para el fenómeno 

de adhesión de la amiba existen m&s de un ti?o 0e re-

ceptores ya aue las clonas c
93 

y L-6 son eficientes para 
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TABLA X 

ADHESION DE TROFO ZOITOS VIR A CELULAS DE LA LINEA CHO 

CLONA % DE ROSETAS 

HMl : IMSS 79 .15 

L- 6 10.12 

c93 14.33 

c919 19. 2 3 

Trofozoítos y células de la línea CH O (1:20) se pusie 

ron en contacto durant e 3 h a OºC. Poster iormente se 

determinó el porcentaje de trofoz o ítos que adhirieron 

3 o más cé l ulas CHO ~rose ta) . 
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adherirse a eritrocitos humanos pero no a c.:§lulas CHO. 

Interacción entre polimorfonucleares v E. histoly

tica. Guerrant y col (1981) encontraron que los tro

fozoítos de cepas poco virulentas son nás f~cilmente 

destruidos por polimorfonucleares hunanos (P:a's) que 

los trofozoítos de las cepas más virulentas. Adenás, 

los trofozoftos de las cepas menos virulentas son inca

paces de destruir a los Pl1N's. Para deterninar si las 

mutantes Vir siguen el comportamiento reportado por 

estos autores, las clonas c
93

, c98 , c919 y L-6 se mez -

claron con PMN's y se incubaron a 37ªC. Col'lO puede 

observarse en la Tabla XI los trofozoftos de las mutan

tes Fag-, Vir son más fácilmente destruidos por los 

P~l 's en comparacifon con los trofozoftos de la cepa 

HMl:IMSS, a su vez dos de estas clonas tuvie ro!l. un me

nor efecto sobre la viabilidad de los P11N 's en conpa

ración con la cepa !1!11: Il!SS. Sin embargo , las clonas _ 

c
93 

y c919 tuvieron un efecto similar al que mostró la 

cepa HMl : Il1SS. 

Estos resultados sugieren que la r e lación huésped

parásito es nás comp leja en comparación con los ensayos 

in vitro. 



TABLA XI 

INTERACCION ENTRE P~!N' s Y E . HISTOLYTICA 

CLONA 

H~l: IMSS 

L-6 

C93 

c98 

c919 

9s DE &'~II3l\S 

VIVAS MUERTAS 

73.2 24 

1 o. 7 14 

29.5 1L6 

14.7 4. 15 

19.6 11. 6 

% DE PMN's 
VIVOS MUERTOS 

12. 2 21. 7 

51. 3 6. 4 

27.4 11. 6 

41. 2 11. 8 

18 .1 9.3 

Trofozoítos y PMN's (1:200) se pusieron en contacto 

durante 3 h. a 37°C. Posteriormente se midió el 

porcentaje de amibas y PMN's vivos y muertos median-

te la técnica de exclusión de azul de tripano. 

82 
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Actividad de lectina. Para deterninar si existe 

relación entre la virulencia y la actividad de l os ex

tractos arnibianos para aglutinar células de la línea 

CHO (actividad de lectina) corno reportaron Ravdin y col 

(1985) se midió la actividad de lectina de las mutantes 

c
93

, c919 y L- 6. En la Tabla XII se nuestra que la acti

vidad de lectina de la mutante c919 es much o menor que 

la de l a cepa l!lil:IMSS. Sin enbargo, la diferencia 

existente ent r e la actividad de lectina de la cepa con

trol y de las clonas c 93 y L- 6 no parece s u f ic iente pa

ra exp licar la gran diferencia existente entre estas 

amibas en su grado de virulencia. 

Por otra parte, el hecho de que la clona c919 (Adh 

tenga una actividad de lectina baja p odría explicar la 

deficiencia de est a clona para adherir tanto eritroci

tos como células de la línea CHO. 



TABLA XII 

ACTIVIDAD DE LECTINA DE MUTANTES VIR-

CLONA 

HMl: IMSS 

L-6 

c93 

c919 

ACTIVIDAD DE LECTINA 

68. 1 f' 

4 3. 2 

5(). 9 

22.33 

84 

Varias diluciones de sonicados de las diferentes clonas 

se pusieron en contacto con células de la línea CHO pre

viamente fijadas con glutaraldehído y se incubaron du

rante 1 h a 4ºC en agitaci6n. Posteriormente se midi6 

el grado de aglutinaci6n. La actividad se determi n6 a 

partir de la mínima concentración de oroteína que pro 

dujo aglutinación y el grado de aqlutinaci6n se dividi ó 

entre la cantidad de proteína presente. 
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DISCUSIO!: 

La virulencia de E. histolvtica es un proceso co~-

plejo en el cual se han involucrado varias Dro~iedades y 

actividades biolóqicas. La estrate0ia utilizada en el 

presente trabajo para el estudio ~e la virulencia de este 

par~sito fue el aislamiento de mutantes con deficiencias 

en fenómenos involucrados en la a0resividad amibiana. 

Para realizar este trabajo se ?arti6 de trofo?.oítos que 

contenían el ~arcador 0enético de resirtencia a emetina, 

un inhibidor de la síntesis de proteínas . Como el feno -

tipo de resistencia a alauna drena puede ser debida a 

alteraciones en la meobrana plas~§tic a ~ dado 1ue la men-

brana parece tener un ~apel muy i~portante en la viru-

lencia a~ibiana se determinó de una nanera sencilla el 

posible nivel de alteración que presentaban los trofo-

;::_ 
zoítos C!:'.t . Para esto se realizaron pruebas de resis-

te ·.1cia cruzada a colchici.na y r.'.edi.ante esta técnica se 

i.dentificar0n 2 ti.nos de rutantes, nor un la0o, las mu-

tantes que taobién fueron resistentes a colchicina, ?Or 

lo que parece ser que presentar alteraciones a nivel ~e 

seobran~ qu2 ca~bi2n su ~e~~eatilida~ ~isninuyenec o 
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inpiJiendo el paso ~e las ~roq2s al interior rle la cé -

111la v ror lo tanto esta alteración le da el fenoti?o 

de Ent~ y ColR El otrr nrunn rl~ ~u~antes fue sensible 

a colchicina , lo que suqiere que estas rutantes ryresen-

tan alteraciones a nivel ae la ~aquinaria ae síntesis 

de proteíras ceno las que han sido ~escritas pa-a célu -

las de mamífero de la línea CHO resistentes a emetina, 

en donJe se encontró que alteraciones en la suhuniaad ri 

bosomal 40S son las responsables del fenotiro 
P Emt· 

(Gupta y Si~inovitch, 1977 ) . 

Una clona representativa ~e cada or11po de mutaptes 

se tooó para realizar pruebas de faoocitnsis, adhesión y 

virulencia . La clona C~ (ErtR , ColR) fue deficiente en 
~ 

adherir eritrocitos, lo que confir~~ que esta rautante 

presenta alteraciones en la nenbrana p lasnática . ~a ve -

loci~ad de eritrofaoocitosis v la virulenci a de esta 

clona dis~inuyeron en cor~el?ción con su ~eficiencia en 

adhesión , lo q~e suaiere una correlacióP di-ecta entre 

los fenórenos de adhesi6n , faoocitosis y virulencia. 

p ~ 
La clona c

9 
Ent , Col - presentó eritrofa0ccitosis , 
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c:dhesi6n 0 eritrocitos'! "irulenci2 sie'il;;.r 2 la dP la 

clona silves~re, ~or lo rue la dnic"I diFere!lcia encon-

tra:3a e!ltre las clonas :~ ~· c9 es 12 resi stenci<> a e"le -

tina. Así, se elini6 a la clO!lri C
0 
co~o clon~ silvest~e 

para aislar las nutantes <leficientes en fan6citosis. 

Al tratar de obtener nutantes Fas a p2rtir de la 

clona c9 sin mutasenizar no se logró obtener ninquna mu -

tante desnués de utilizar 1~ 8 trofozoítos. :-:ste resul-

tado sugiere que la clona c
9 

está comp~esta de un0 ro 

blaci6n altamente homo~éne2 " diferencia de las cepas 

que normalmente se usan en la investinación sobre E . 

histolvtica donde las poblaciones rue las fornan son ~uy 

heterogéneas (Orozco y col, 1985). Cuando la clona c
9 

se mut:aaeniz6 con I:i1S , se lo<:'rcron ohtener 11 sul-,pobla -

ciones sobrevivientes 2.1 tr"ltarüento de selección. 1 0 

de éstas r.ostraron ser diferentes en fa~ocitosis . ~sí, 

el método de selecci6n nostr6 una buena eficiencia. I~ 

subpoblaci6n ~an+ sobreviviente al trata~iento Je se-

lección probablenente ten~a alteraciones en el mecanis-

mo de incorporac ión de pirir.üdinas, por ejel"plo , en la 

enzir.a tinidina kinasa, ~or lo ~ue a ¿esar de inaerir 



muchas bacterias, la n~~~ acarrc?da ~or éstas no se in

corporó en el aer.o~a a:.ibiano. 

~as lD subpoblaciones Fag 3ob revivientes al pri

mer trataniento de selección se sometieron a un senundo 

tratamiento y toctas las subpoblaciones se loararon re

cureó'rar en un tie!'lpo rienor al aue s e neces itó para re

cuperarlas des~ués del pri~er tratamiento, lo cual pro

babler:iente se dehió a que la mayo r parte de los trofo

~oítos utilizados para el seourno tratariento era n nefi

cientes en fanocitosis. 

Las subpoblaciones sobrevivientes a los 2 pasos 

de selección se clonare~ en aaar ser.is6li0o con el fin 

de obtener ~oblaciones ho:.oqéneas. 7 de estas sub~obla-

cienes most raron ura eficiencia ne ~nr~aci6~ ce coloni? s 

en ausencia de e~etir.a sirilar a 12 0ue oresenta la 

clona c
9

, lo que suaiere ~ue no eYiste relación entre 

la capacir'!a.<.1 de crecer en 0nar sernis6lic10 :' la "irulen -

cia coco posturlaron otros investiqa~ores (Cillin y 

Diar.iond, 1978). Por otra parte se encontraron 3 rutan-

tes que r.ostraron ser ~eficientes en su ca~acidad de 



89 

crecer en a0ar semisólido (~0-), estas mutantes tal vez 

tengan una alteración semejante a la que l)resenta la 

clona L- 6, Fag-, Vir-, As-, aislada por Grozco y col 

( 1982 ) . ~in e mbargo, al~un~s de las subpohlaciones 

nostraron deficiencia en formar colonias en presencia 

de ernetina, aunque en ausencia de ésta mostraron una 

buena e:iciencia . Aunque no tenemos una exolicaci6n 

clara para ésto, es ;-:robable que el S~'.S ha:1a causado 

cierto qrado de reversión, ya que , tal vez, coso en 

otras células eucarióticas, la resiste-cia a enetina 

sea un carácter recesivo, Dor lo que nodificaciones 

causadas por el mutá~eno sobre uno de los alelos res 

ponsables de dar el fenotipo de resistencia a ernetina, 

darí a corno resultaco un fenotipo de sens ibil idad a la 

drooa. 

De cada una ele las subpoblaciones clona.das se 

tomó una colonia de las que crecieron en presencia de 

er:i.e tin a y se crecieron en. ne<Ho líquido e n p resencia de 

1 2 ug /rnl de la droga y todas p resentaron una velocidad 

de crecimiento normal. 



Al nedir el arado de erit r ofa0ocitosis 0e las 

clonas aislaJas se encontró que todas fueron Faa -, 9 

de ellas QOstraron su deficiencia des0e Jos 5 uin de 

interacción con los eritrocitos , solamente la clona c
919 

mostr6 una fagocitosis similar a la que presenta la clo

na silvestre a éste tie~po, sin embar~o . confor~e avan 

za el tie~po de interacción con los eritrocitos se hRce 

nás evirtente la deficiencia de esta clon? ~ara innerir 

eritroc itos . 

Cl ~roceso de faaocitosis es un fenóreno co~olejo 

en el que rarticiran varios eventos . El or ir.ero de és-

tos es la adhesión a la célula que se va a faaocitar. 

Así , la deficiencia en fanocitosis rost r ada ror las mu 

tantes aisladas pudo haber sido debida a defic i encia en 

la adhesión a la célula blanco. Para probar esto , se 

hicieron ~ ruebas de adhesión a eritrocitos y se encon 

tró que la mayoría de la.s :iiutantes presentaban un.a adhe 

sión semejar.te a la gue rrese"tó la clona silvestre, por 

l o que la deficiencia en estas mutantes se presenta du -

rante el proceso de inqest i 6n. Sin embarno, 3 de las 

mutantes, las clonas c
98

, c
919 

y c923 , fueron deficientes 



en adherir eritrocitos, 2 ce ella s, las clonas c
98 

y 

c923 , nostraron se r deficientes desde tiem?OS teDpranos 

por lo gue podría sugerir que en estas mutantes están 

alteradas o ausentes las no l écules especiali zadas para 

la adhesión a er itrocitos. Estas mis~as clÓnas fueron 

deficieptes p2ra formar colo nias en aaar semis6lido. 

Sin embargo , no sabemos si las dos deficiencias , adhe 

sión y crecimiento en agar, sean debidas a una sola 

mutación pleitrópica o bien a que tenoan nás de un nen 

alterado, tampoco sabemos si estas d0~ mutantes están 

alteradas en los mis~os loci. La clona c919 r.ostró a 

los 5 min una eficiencia de adhesión similar a la de 

la clona silvestre, pero confor~e ava nzó el tiempo la 

deficiencia se hizo más aparente. Este comportamiento 

tal vez sea debido a la presencia de un número bajo de 

moléculas r eceptoras , por lo que éstos se saturan rá-

pidamen t e . Por otra parte, el comportamiento similar 

e n adhesión y fa0ocitosis que presenta la clona c
919 

confirma la relación existente entre estos dos eventos, 

:·a que ~ara la inqest ión de eritrocitos se necesita 

una previa a dhesión de éstos a la me~brana plasmática 

amibiana. 



La frecuer.cia de 2pa~ici6r. de mutantes Fao ( 5 Y 

-7 
y ele niutantes 7,c1h (1.S X 10 ) ca 2 dentro de los 

valores reportados pa r a otros ~arcadores amibianos 

(Orozco ~col, 1985) y en nt~os sistemas euca~i6ticns 

(Gupta ~ S i ninovitch , 1976) . Además como no se pudie -

ron aisla r sin la ayuda de un mutáaeno, pensamos 1ue 

l as clonas aisladas en el rresente trabajo sen verda-

deras r.utantes '! no va rieda ::le s C:e E . l-iistol•1tica como 

92 

puede ?ensarse de las clonas Faa ai s lac1as anteriormen-

te (Orozco, 1983; Suárez , 1983). 

Posteriornente se midió el grado ~e vi r ulencia de 

las mu tan tes Faa aisladas en e l oresente tra~ajo y se 

encon tró que todas la s mutantes fueron de ficientes para 

producir abscesos hepáticos en hársters jóvenes. Asi 

s e confir~a nuevamente la relación que existe entre la 

fagocito s is y la adl-iesión con la virulencia amihiana . 

A cada una de las mutantes s e le caracterizó en 

algunas pro~iedades a l a s que se l es ha correlac ionado 

con la virulencia rte l as cecas anibi anas . Cor,o primer 

pa so se caracterizó la ca~?cic1ac1 de los extractos 
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ar.ibianos ?ara produc ir da~o so~re célu las epi teliales 

en cultivo y se encontró que 7 de las ~utantes presen

taron una "actividad de toxina" idéntica a la de la 

Este da to indica 1ue no hay una correlac i ón 

directa entre la "actividad de toxina" y la ~irulencia 

de E. histolvtica . Sin embarao, no desca rt anos la posi -

bilidad de que en la aqresividad arnihiana ~articipen 

ciertas toxinas o ac tividades enzir.áticas , ya oue los 

extractos de 3 de las mutantes presentaron una "activi

dad ee toxina" menor a la que mostr6 l ~ clona silvestre , 

corno estas mutantes fueron aisladas como deficientes en 

faqocitosis , al encontrar clonas deficie~tes en la "ac 

tividad de toxina " r~ox -) se su0iere nue esta actividad 

sea necesaria durante el proceso de fagocitos i s. 

Tambi én se midió la ca~acidad de l os tro f ozo i tos 

de las clonas ~utantes para producir ~afo sob re r.onoca -

pas de célu l as e~ite lial es en cultivo. sé encontró que 

todas las mutantes Fa0-, Vi r tuvieron un efecto cito

p á tico ~enor al que mostró la clona c 9 . Por lo tanto 

se confirmó la correlación existente entre el efecto ci 

to~ático sobre célul a s en cultivo y la virulencia 
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anibiana cono han ~ostulaco o tros investi1adores 

(~attern y col, 1978; Oro zco y col , 1978; Ravdin y col, 

1980). La agresividad de [ . ~istolytica sobre las no-

nocapas e~ cultivo parec e se r ur proceso en el que in

terviene la fagocitosis (Orozco v c ol, 1980, 1982; 

Ravdin ~ col , 1980) po r lo uue este ensayo se podria 

utilizar para efectuar pruebas de virulencia in vitro. 

De acuerdo a las caracteristicas antes Menciona

das de cada una de l as clonas aisladas , se pueden for

mar 3 grupos diferentes ae Mutantes (~ahla XIII) las 

cuales p r esentan 3 características en cornGr: deficien

cia en facrocitosis , deficiencia de Gestruir células en 

cultivo y deficiencia en vi r ulencia . ?or lo tanto se 

le puede asi1nar un parel escencial a la fagoci tosis 

¡;ara ex ':iresar l a agresivida•l de este parásito. Debido 

a la importanci a de la faqocitosis en la virulencia 

amibiana, cons i deramos a este fen6~eno como un factor 

primario de virulencia. 

Los 3 crrupos a n tes rencionados presentan dife ren

cias con respecto a su adhesi6n y a s u "actividad de 



95 

TABLA XIII 

AGRUPACION DE LAS MUTANTES DE ACUERDO A SUS FENOTIPOS 

c L O N A S F E N O T I p o s 

c9 
+ + + + + Fag Adh Tox Ctp Vir 

c919' c923 Fag + 
c9a' Adh Tox Ctp Vir 

c93' c94' c91s Fag Adh 
+ 

Tox Ctp Vir 

+ + 
c913' c916' c 

917' c9216 Fag l\dh Tox Ctp Vir 

Con las mutantes aisladas se loararon formar 3 gru~os di

ferentes de acuerdo a los fenotipos mostrados nara fago

citosis , adhesión a bacterias, "actividad de toxina", 

efecto citopático y virulencia. 
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toxina", dado qlle estos fen6r.e n o s parece'l se r important e s 

para la exrire!:'i6n de l a virlllenci2 ar.ihiana , ;-ier o por si 

nisreos no son causantes de la agresividad de este parási 

to, se denonin2ron factores se cuTJda r ios de virulencia . 

Por ntra ca rte, como la n2~orí2 de las nutan tes 

Fag fueron eficientes nara fo rnar co lonias en agar seni 

sólido , pensamos que e sta rropiedad no correlaciona con 

la virulencia cono se había su0er i do po r otros autores 

(Gill in y Diamond, 1978). .'\demás Orozco ,, col (1983) 

aislaron clonas revertantes en virulencia a nartir de la 

clona L-6 (Fao-, Vir- , A0 -) que recu~eraron su actividad 

fagocítica pero no la capacidad ~e crecer en a~ar . Por 

lo tanto consideranos ~ue l a ca~acidad para crecer en 

aqar semisólido no tiene n inguna relación con la viru 

lenc ia . 

Algunas de las mutantes def i ci entes en virulencia 

se caracterizaron en otras pro?ie~ades cono son la in

t era cció'l con células de la línea CH O, adhesión a célu 

las CHO y actividad de lectina inhihible nor N-acetil 

D-r¡alactnsanü1a. 
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De la interacción con células de 12 línea CHO se 

encontró que las mutantes ~robadas (CJ
3 

y c
919

J tenían 

un efecto intermedio sobre la ~uerte v f21ocitosis de 

las células Cli0 con respecto a la ce::ia !-'Cl: n'SS y a la 

clona L - 6 lo aue coi'.1cide con el orado ele e r;..itrofarroci -

tosis que ~resen~an los trofo zoítos de cada cep1 o clo

na. Este resultado tambiP.n su0iere la i"'-r>orti'lncia oue 

tiene la fanocitosis en la aaresivida~ a~ihiana, ya ~ue 

~utantes 0eficientes en faqocitosis tienen disminui~a 

su eficiencia para agredir células ~e la líne2 CHO. 

Así, las mutantes Vir- aisladas en el presente tra9ajo 

mostraron ser menos a~resivas en otro tipo de sistema 

utilizado para nedir la virulencia in vitro, por lo que 

e sta técnica y la de medir el efecto cito?ático sobre 

r.onoca?as celulares en cultivo ?ueden ser utilizadas 

pRra deterninar rapiaamente la virulencia de B. histo-

1 vtica. 

Con res?ecto a las rrueha s de 2d~esi6'.1 a células 

de la línea CHO se encontró que las mutantes probadas, 

c93' c919 y ~-6, pre sentaro'.1 un ~enor porcentaje ~e 

trofozoítos :orranio rosetas con respecto a las ~ue 



formaron los trofozoftos de la cepa HMl : IMSS l o que pa

rece indicar una deficiencia en adhesión de las clonas 

probadas. Sin embargo, las clonas c93 y L-6 son tan 

eficientes como la cepa HMl:IMSS para adherir eritroci

tos. Estos resultados sugieren la existencia de más de 

un tipo de receptor en la superficie amibiana responsa

bles de efectuar la union de los trofozoftos a las 

células blanco. 

En la interacción con las mutantes Vir con poli

morfonucleares humanos (PMN's} se encontró que los tro

fozoítos de estas mutantes eran más rapidamente destrui

dos por los PMN's que los trofozoítos de la cepa HMl:IMSS. 

Sin embargo, los PMN 's fueron afectado; por los trofo

zoítos de la cepa HMl:IMSS y de las clonas c93 Y c919 

de manera similar . Estos resultados sugieren que los 

PMN's juegan un papel importante en la defensa del orga

nismo durante la infección de E. histolvtica y que la 

relación huésped-parásito es más compleja en comparación 

con los ensayos realizados in vitro. 

En los ensayos de actividad de lectina se observó 



que la clona c919 tenía una actividad de lectina muy 

baja comparado con la actividad que presentó la cepa 

HMl:IMSS. Esta escaza actividad de lectina que presentó 

la c lona c919 , parece indicar la falta de un receptor 

inhibible por N-acetil-D-galactosa~ina es la causa de 

la deficiencia de esta c lona para adherir tanto eritro

citos como células de la línea CHO. Las clonas c 93 y 

L-6, Vir-, presentaron una actividad de lectina ligera

mente men or a la que presentó la cepa HMl:IMSS. Sin 

embargo, esta deficiencia parece poca para explicar la 

diferencia en virulencia que existe entre la cepa HML~MSS 

y estas clonas. Este resultado sugiere que no existe 

una relación directa entre la actividad de lectina y 

la virulencia amibiana como habían postulado otros au-

tores(Ravdin y col, 1985). 

Por otra parte, la actividad de lectina parece 

participar en laadhesión de los trofozoítos a eritroci

tos, pues sólo las mutantes q ue adhieren eficientemente 

eritrocitos tuvieron una eficiente actividad de lectina 

(clonas c
93 

y L-6). Así, la actividad de lectina, igual 

que la adhesión son eventos necesarios para que se ex-
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prese la virulencia de ~· histolytica pero por si mismas 

no son suficientes para la expresión de la agresividad. 
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A partir de l os resultados cbte~ i drs e~ es te tra-

baj o s e c o ncluye nue : 

n 
1) Las r.1utantes de ~ histcl ytica L:mt ·' o r e sentaron 2 

grupos con d i fere nte s alte=aciones res~on s ables ~e l 

fen o tipo : 

a) l\l teraciones a niuel c'.e la r.el"'.b rana pl a srrática . 

b ) Alteracicn2s a nivel cte la rra1u i nar ia de s í n -

tesis de ~rote ínas. 

2) La rne~brana plasmática de la amiba juega un p apel im-

?Ortante en la v irul e ncia, ya que muta ntes con alte -

raciones a nivel de la me~brana r.ostraron se r defi -

cientes en a dhesión, fagoci tosis y v iru lencia . 

3 ) La clon a c
9 

es un a poblac ión altamen te hornoa~nea y a 

que sól o con la ayud a ~e un ~utáaeno se pud ieron 
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a i s lar las mutantes Fag . 

4) Como la mayor ía de las mutantes Vir son eficientes para 

crecer en agar semis6lido, parece no exist"ir r elación 

entre esta propi e dad y la virulencia amibiana. 

5) La fagocitosis es un f actor de virulencia primario, 

pues todas las mutantes Fag fueron deficientes en viru-

lencia. 

6) La adhesión y la "actividad de toxin a " son factores de 

viru lencia secundarios, ya que su expresión parece ser 

necesa~ia para que se exprese la v irulenc ia, pero por 

si mismas no son respon sables de la agre s ividad del 

parásito. 

7) El efecto ci topático sobre monocapas celu lares en cul-

tivo y los ensayos de interacción con célu las de la 

línea CHO pueden ser utilizados como mode los para 

medir la vi rulencia in vi tro. 

8) Los polimorfonucleares parecen tener un papel muy 



innortante en el or0anisrno GUrante l~ infección de s . 

histolvtica. 
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9) Se sugiere la existenci? de ~ás de un tipo de recep

to r en la superficie arnibiana que medien -l a adhesión 

a las células blanco, pues existen clonas que adhie 

ren eficiente~ente eritrocitos pero no células de la 

l íne a CHO. 

10) La activida d de lectina inhibible no r N- acetil - D- aa 

lac t osamina, como es una medida indi rec ta cte adbes i6n , 

es nece saria pero no suficiente na ra aue se exprese 

la virul encia a8ihiana. 
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/\PEND ICE 

MEDI O ">6/2 

(MED IO MINIMO PARA CRECI!IIENTO DE BACTERI AS ) 

KH
2

Po
4 

(NH
4

J
2

so
4 

Mgso
4

· 7H
2

0 

Cacl
2 

Fe SO 
4

• 7H
2

0 

pH 7 . 4 en 

Tris HCL 

KCL 

MgC1
2

"6H
2

0 

NaCl 

CaC1
2 

1000 

Acido ascórb ico 

Cisteína 

13.6 g 

2 . 0 g 

o . 2 g 

0 . 01 g 

0. 00 05 g 

ml de agua destilada . 

MEDIO DE MANTENIMIENTO 

(PARA AMIBAS) 

6.05 6 g 

0.890 g 

l. 626 q 

1. 46 2 g 

0.22 g 

l. 76 g 

0.78 g 

pH 7 en 1000 ml de agua bidestilada . 



MEDIO '"'YI -S-3 3 

Biosate 30.0 g 

Dextrosa 10.0 g 

NaCl 2.0 g 

KH
2

Po
4 

0.6 g 

Cisteína l. o g 

K
2

HP0
4 

l. o g 

Citrato férrico 0 .0 236 g 

Acido asc6rbico 0.2 g 

pH 6 . 8 en 820 ml de agua bidestilada. 

Dextrosa 

Citrato de sodio 

Acido c ítrico 

NaCl 

SOLUCION DE ALSEVER 

20.S g 

8.0 g 

O.SS g 

4.2 g 

pH 6.1 en 1000 ml de agua bidestilada. 



SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 

NaCl 

KCl 

Na2HP0 4 

KH 2Po 4 

B. O g 

0 . 2 g 

1. 15 g 

0 . 2 g 

pH 7 . 3 en 1000 ml de agua destilada. 
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