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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fué estudiar
la relacidén que existe entre la virulencia amibiana y
algunas propiedades biol6gicas de los trofozoftos que
de acuerdo a los reportes de la literatura correlacio-
nan con ésta. Para la realizacibn de este objetivo se
aislaron mutantes amibianas deficientes en fagocitosis

y marcadas genéticamente con resistencia a emetina.

De las mutantes de E. histolytica resistentes a
emetina aisladas por Orozco y col (1985) se encontraron
dos grupos de mutantes con alteraciones a diferente ni-
vel. Un grupo presentd alteraciones a nivel de la membra-
na plasmitica y gque ademis mostrd ser deficiente en adhe-
sibn, fagocitosis y wvirulencia. El otro grupo pro-
bablemente tiene alteraciones a nivel de la magquinaria
de sfintesis de protefnas y mostr6 ser eficiente en adhe-
sidén, fagocitosis y wvirulencia, por lo que se partio
de una de estas mutantes para aislar clonas deficientes

en fagocitosis (Fag ).



La seleceidn de las nutantes Faq_ se realizé por
enevenenamiento de los trofozoftos nmuy fagociticos con
bacterias E coli cepa CR34 Thy_ crecidas en medio su-
plementado con 5-Bromodeoxiuridina (BUdR) e irradiacidn
con luzde 310 nm de longitud de onda. A partir de la
clona Cg mutagenizada con etil metano sulfonato se lo-
graron aislar 10 mutantes independientes deficientes en
fagocitosis (Fag_}. La mayoria de las poblaciones
aisladas tuvieron una eficiencia de formacidn de colo-
nias similar a la que mostrd la clona silvestre. Todas
las mutantes fueron también deficientes para producir
abscesos hepaticos en hamsters j6évenes (Vir ) y destru-
yeron en menor grado monocapas celulares (Ctp ) en
comparacibébn con la clona silvestre. De las 10 mutantes
s6lo 3 fueron deficientes en adherir eritrocitos huma-
nos (Adn ) y la "actividad de toxina" de los extractos
amibianos sobre monocapas epiteliales estuvo afectada

en otras 3 mutantes.

Algunas de las mutantes se caracterizaron ademds
an su interaccidn con cé€lulas de la lfnea CHO y con

PMi's y en su actividad de lectina inhibible por N-acetil-



D-galactosanina. Las mutantes probadas mostraron tener
poco efecto sobre la viabilidad de las células CHO y
ademas fueron mas facilmente destruidas por los PMN's
que la cepa virulenta HM1:IMSS. Sin embargo, dos de

las mutantes tuvieron un efecto similar al que mostrd
la cepa HM1:IMSS. La actividad de los extractos amibia-
nos para aglutinar células de la linea CHO (actividad
de lectina) s&lo estuvo afectada en una de las mutantes,
la cual es deficiente para adherir tanto eritrocitos
humanos como cé&lulas de la lfinea CHO. Las mutantes gue
mostraron ser eficientes en actividad de lectina mos-
traron ser también eficientes para adherir eritrocitos
pero deficientes para adherir células CHO. Por lo tanto
se sugiere que la actividad de lectina esta en relacifn
con la adhesién a eritrocitos humanos, pero como £sta,
la lectina no es un factor suficiente para gque se expre-
se la virulencia de este pardsito. Ademds se sugiere

la existencia de m8s de una molécula responsable de la

adnesidn de los trofozoitos a la célula blanco.



INTRPODUCCION

La amibiasis, una enfermedad entérica que puede
extenderse a diversos 6rganos, es causada por Entamoeba
histolytica (Schaudinn, 1903) la cual pertenece al
subphylum sarcodina, superclase ribizopoda, clase lobo-
sea, orden amoebida, familia entamoebidae (Levine y col,

1980) .

E. histolytica puede existir como una amiba vege-
tativa, fase trofozoitica o como quiste. E1l trofozoito
es una célula amorfa altamente dinimica, extremadamente
sensible a cambios medioambientales, tales como, tempera-
tura, variaciones en el pll, osmolaridad y potencial
redox. [l trofozofto mide de 7 a 40 um v en general es
de forma elongada con lobopodos y uroide. El citoplasma
estd bien diferenciado en ectoplasma hialino v endoplasma
granuloso y cuando la amiba procede de un hospedero, pre-
senta ademis vacuolas con eritrocitos, leucocitos, bac-
terias, etc. (Martinez-Palomo, 1982). En este organismo
hay ausencia de algunos organelos tipicos de cé&lulas eu-

cariontes como son mitocondrias, avarato de Golgi, reticulo



endoplésnico rucoso v peroxisomas (Martinez-Palormo,

1982) .

Los trofozoitos contienen uno o dos niicleos gque
miden de 3 a 5 um de difmetro con crcmatina fina

preriférica y nucleolo central.

Los guistes de E. histolytica tienen 12 um de
didmetro de promedio y dependiendo de su madurez con-
tienen de uno a cuatro niclens, los cuales presentan
la misma morfeclogia que el niicleo de los trofozoitos
(Smith y col, 1979). Coro en otros miembros del orden
amoebidae, los quistes j6évenes de E. histolytica con-
tienen cuerpos cromatoides, los cuales parecen ser ma-

sas de ribosomas (Svhla, 1961).

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica erpieza

con el guiste como forma infectiva, &ste puede sobre-
vivir fuera del huésped por semanas o meses (MNoble y
Noble, 1976) y no es destruido por el calor ni por la
sequia. La ingestifn de gquistes a partir de fuentes

contaminadas eg seguida por la exguistacidn en el



aparato digestivo. El nficleo, entonces, se divide para
formar ocho nficleos (estade metaquistico), siaque una
divisifén citopldsmica y emergen de &l ocho trofozoitos
(Martinez-Palomo, 1982). Posteriormente, los trofozni-
tos se dividen v se adhieren a la mucosa intestinal v
producen ulceracifn en la mucosa, si se nresenta diarrea,
algunas amibas son expulsadas del tracto digestivo. Los
trofozoitos se dividen una o varias veces v después se
enquistan en el nismo huésped. La enquistacién es un
proceso activo, una vez iniciado, el oraganismo sufre

dos divisiones nucleres para formar un total de cuatro
nicleos, durante estas divisiones ocurre glucHlisis
anaercbia y sintesis de DNA (Barker y Swales, 1971).

Una vez formados los quistes se cree gue &stos no pue-
den pasar a la fase trofozoitica en el mismo hué&sped,
sino que tienen gue ser expulsados con las 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 aquda o disenteria amibiana,



caracterizada por una intensa diarrea y (b) Amibiasis
crbnica o latente, caracterizada por varmos disturbios
intestinales, dolores musculares, pérdida de peso, etc.
La amibiasis aguda es uno de los mavores problemas de
salud en varias regiones del mundo donde las condicio-
nes sanitarias inadecuadas, junto con la pobreza, igno-
rancia y presencia de cepas amibianas altamente viru-
lentas se combinan para dar una alta incidencia de ami-
biasis intestinal en nifos y de abscesos hepiticos en
adultos frecuentemente hombres (Martinez-Palomo, 1982).
México es uno de los paises en el mundo en el gque la
amibiasis se presenta con mayor incidencia, va que se
extiende a todo lo largo y ancho de la Rep@iblica (Se-
plveda, 1975). En un estudio sobre mortalidad urbana
producida vor este par8sito llevada a cabo en los afos
1962-1964 por la oficina Sanitaria Panamericana en 10
ciudades de Hispanoamérica se encontrf que de 100 muer-
tes debidas a la amibiasis 33 ocurrieron en la ciudad
de M&xico, lo que guiere decir que de cada 3 individuos
cue mueren de amibiasis en Hispanoamérica, uno es mexi-

cano y vive en la ciudad de México (Brandt v Pérez-Ta-

mayo, 1970).



Ademds de que la amibiasis es una enfermedad qrave,
capaz de matar al enfermo que la sufre en un periodo re-
lativamente breve, es también un padecimiento crénico
que puede inutilizar a individuos productivog nor nerfio-
dos prolongados con la consecuente repercucifn econfmica

(Brandt y Pérez-Tamayo, 1970}.

Varias teorfas han sido postuladas con respecto a
las caracteristicas especificas del parisite que pueden

ser responsables de su virulencia, estas incluven:
A) Adhesidn.

Generalmente se acepta que la aZhesidn de los mi-
croorganismos a las células epiteliales es un evento
crucial para la colonizacifn e invasién de los tejidos.
Sin embargo, la adhesifn no es una proniedad exclusiva

de los microorganismos natdaenos.

Como en otros parfsitos patdqenos entéricos, se
puede esperar que un evento critico en la patogéresis

de la amibiasis sea la adhesifin de las amibas a la



superficie celular, Este evento puede ser especial-
mente importante en un proceso invasivo que parece
involucrar una destruccién celular dependiente de

contacto (Ravdin y col, 1980).

La importancia de 12 adhesién amibiana ha sido
morfolSgicamente enfatizada con estudios tanto in vivo
como in vitro. Takeuchi y Phillips (1975) notaron gque
la adhesi6n de las amibas al epitelio colfnico es un
paso preliminar a su penetracifn al ep.telio interglan-
dular, lo que fue confirmado mds tarde por Mora-Galindo
y col (1978) quienes hicieron un estudio in vitro uti-
lizando fragmentos de epitelio intestinal de cobayo.
Garcia-Rivera y col (1982) aislaron clonas de E. histo-
lvtica deficientes en adhesifin a eritrocitos humanos,
las cuales tuvieron un grado de virulencia menor al
mostrado por la clona silvestre, gque era eficiente en

adhesibn.

Las amibas parecen tener mavor afinidad para adhe-

rir eritrocitos humanos y de hi3mster gue por eritrocitos
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de conejn, cuyo, rata (Olaufn, 1984) wvaca o borreqo
(Ravdin y col, 1981), esto sugiere la presencia de re-
ceptores especificos en la superficie amibiana que me-
dian la adhesifn a la célula blance. Kobiler y Mirel-
man (1980) aislaron una lectina hemaglutinante de E.
histolytica la cual fue sensible a la inhibicién por
quitotriosa, el trisacarido de N-Acetil-Glucosamina.
Esta lectina amibiana estd asociada a membrana y es ac-
tiva a o4 de 5.7 a 6, es termoldbil, pierde actividad

a 37°C después de 2 horas, no es especifica de qgrupo
sanauineo, es inhibida por IaG y es encontrada en ioual
cantidad en cepas amibianas de diferente virulencia.
Orozco y col (1982) demostraron que la inhibicifn espe-
cifica de esta actividad de lectina resultaba en inhi-

bicibn de la adhesifn.

Ravdin y Guerrant (1981) han mostrado que E. his-
tolytica se adhiere a células de ovario de h&mster chi-
no (CHO), esta adhesifn es blogueada por citocalasinas,
lo cual sugiere gue para la adhesién amibiana se nece-
sita la participacifn de los microfilamentos. Estos

mismos autores encontraron gue la adhesién a células
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CHO y a eritrocitos humanos es inhibida especificamren-
te por concentraciones milimolares de N-Acetil-D-Galac-
tosamina (Ravdin y Guerrant, 1981). Ademas encontraron
una relacifn directa entre el grado de sensibilidad a

la inhibici6én de la adhesibn por este azficar con el gra-

do de la virulencia medida in wvitro (Ravdin y col, 1985).

E. histolytica no s6lo se adhiere a eritrocitos y
a células epiteliales sino gque tambi&n se adhiere a bac-
terias. Bracha y col (1982) identificaron dos posibles
mecanismos para la unibn de bacterias a los trofozoitos

de E. histolytica. Ciertas bacterias tales como Esche=-

richia coli y Serratia marcescens, las cuales contienen

manosa en su superficie celular, son unidas por recepto-
res de manosa a la membrana amibiana. Otras especies

tales como Shigella flexneri v Staphvlococcus aureus,

los cuales no noseen manrosa en su superficie, se uner a
la amiba Gnicamente si se recubren con concanavalina A
o después de su opsonizacibn con suero inmune. Esta
unién fue marcadamente inhibida por N-Acetil-Glucosa-
mina y por N-Acetil-Calactosamina. Estos resultados

indican que las amibas pueden unir e ingerir bacterias
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cepas virulentas estudiadas fueron aglutinadas a bajas
concentraciones de esta lectina, mientras que varias
cepas no pat&genas.no aglutinaron. Asi parecia que la
extrema sensibilidad de aqglutinar con Concanavalina A
se encontraba en cepas altamente virulentas.” Sin em-
bargo, Orozco (1981) realizb el mismo estudio en tres
cepas de diferente virulencia y no encontrd diferencia
en la capacidad de los trofozoitos de cepas de diferen-
te virulencia para aglutinar con Concanavalina A. Por
lo tanto, aungque la capacidad de aglut nar con Conca-
navalina A parecia ser exclusivo de las cepas patdgenas,
no existe correlacibn entre esta proviedad v la viru-

lencia de las cepas.
C) Carga eléctrica de superficie.

Trissl y col (1977) midieron la caraa eléctrica de
superificie de cepas amibianas patdaenas y no patbgenas
y encontraron que las cepas no natdaenas mostraron una
carga el&ctrica de superficie negativa mientras que las
cepas patbgenas tuvieron una carga eléctrica de super-

ficie tap baja que no pudo ser medida bajo sus
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condicicnes experimentales. Este es un resultado muy
interesante va que la ausencia “e fuerzas revulsivas

pueden facilitar la unién a la cé&lula blanco.

D) Eficiencia para formar colonias en acar semisélido.

Gillin y Diamond (1978) reportaron que la capaci-
dad de los trofozoitos para crecer en medio semisblido
presenta relacifn con la virulencia de las cepas ami-
bianas, ya que al analizar la eficienc_a de formacibn
de colonias (EFC) de diferentes cepas encontraron gue
11 cepas virulentas son capaces de formar colonias en
agar semisbBlido, mientras que las cepas consideradas
avirulentas forman muy pocas colonias después de una
prolongada incubacifn en el agar. Por otra parte
Orozco y col (1982) encontraron que la clona L-6, de-
ficiente en fagocitosis y en virulencia, oresentaba
deficiencia para formar colonias en agar semisélido.
Sin embarqo, revertantes en virulencia de esta clona no
recobraron la capacidad de crecer en aaar semisdlido
(Orozco y col, 1983). Adem&s Sudrez (1983) aislé clo-

nas deficientes en fagocitosis y en virulencia, las
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cuales son cavpaces de crecer en acgar semisblido, aunque
la eficiencia de formacifn de colonias de la cena sil-
vestre (HM1:IMSS) fue mayor que la de las subnoblaciones
deficientes en fagocitosis. Por lo tanto, no se puede
afirmar que la disminucibn en la eficiencia de formacibn
de colonias en agar semisbflido esté relacionado con la

virulencia.

E) Efecto citopdtico sobre células en cultivo.

Para evaluar con mayor facilidad el grado de viru-
lencia de las diferentes cepas amibianas, in vitro se
han desarrollado varios sistemas utilizando monocapas
de cé€lulas de mamifero en cultivo midiendo el grado de
destruccifn de la monocapa después de la interaccibn
con las amibas. El qrado de destruccibén de la monocapa
parece correlacionar directamente con el grado de viru-
lencia. Mattern y col, (1978) probaron el efecto cito-
p&tico de 12 cepas de diferente virulencia sabre célu-
las de ratén de la linea 3T3 y sobre células de h@mster
de la linea BHK y encontraron tres grados diferentes de

destruccifn de la monocapa que correspondfan con los
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tres grados de virulepncia mostrada por las diferentes
cepas utilizadas. Orozco y col (1281) midieron el
efecto citopdtico de tres cepas de diferente virulencia
sobre monocapas de células epiteliales de la linea MNCK,
encontrando también una correlacién directa entre el
efecto citopiticc sobre las monocapas y la virulencia de
las cepas. Otros tipos de lineas celulares también han
sido utilizadas para medir la virulencia de las cepas
amibianas in vitro, por ejemplo Ravdin v col (1980)
utilizaron células de ovario de h8mster chino (CHO),

Knight (1977) utilizd cé&lulas de rinén de conejo.

F) Fagocitosis.

Desde gue Lish descubrif la naturalecza hemitofaaa
de E. histolytica la inqestifn de eritrocitos humanos
por parte de los trofozoitos es uno de los criterios
biol6gicos para reconocer a las amibas pat&oenas en las
lesiones gue se producen en el organisme humano. Ademds
la eritrofaqgocitosis ha sido considerada tradicionalmen-
te como uno de los criterios mfs importantes para iden-

tificar los trofozoitos de E. histolytica en heces.



17

Chévez y col (1974) fueron leos primeros en Dostu-
lar la relacibfn de la famocitosis con la patogenicidad
del organismo. Trissl y col (1978) midieron el qrado
de eritrofanocitosis de cepas de E. histolvfgca natH-
genas y no patbgenas, estos estudios mostraron gue las
cepas patbaenas tienen una ingestifn de eritrocitos
superior a las cepas no vatfjenas. Orozco y col (1920)
compararcen el grado de fagocitosis de tres cepas de
diferente virulencia y encontraron una relacifn direc-

ta entre el grado de eritrofagocitosis y el grado de

virulencia.

La prueba mi3s directa de esta relacifin fue el ais-
lamiento de clonas deficientes en fagocitosis, las
cuales son tambidn deficientes en virulencia (Orozco
y col, 1982, 1983; Sufrez, 1983). Orozco y col (1983)
obtuvieron revertantes en virulencia a partir fde una
clona deficiente en fagocitosis y en virulencia (L-6),
cuando los trofozoiteos revirtieron en virulencia mos-
traron un aumento en su grado de fagocitosis. Sin
embargo Ravdin y col (1980) encontraron que K. histo-

lytica ejerce su efecto citoletal sobre células de
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la linea CHO de manera extracelular v dependiente de
contacto, ya que estos autores detectaron un aran

nimero de cé&lulas CHQ muertas antes de su ingestién.

G) "Actividad citot6xica" de extractos amibianos.

Lushbaugh y col (1978) reportaron el efecto cito-

ndtico de extractos libres de cé&lulas de dos cepas de

E. histolvtica de diferente virulencia sobre monoca-

pas de cé&lulas de las lfneas Hela y BH¥-21, este
efecto citotbxico fue sensible a suero v se necesitéd
una renor concentracién de nroteina de los extractos
de la cepa ids virulenta para la destruccién de la
monocapa. Bos y col (1980) demostraron que la actiwvi-
dad de toxina est& presente en una fraccifn con un pe-
so melecular entre 35000 v 45000 daltones, la toxina
es estable entre un »¥ de 4 a 10, es degradable vor
tripsina y parece ser una calicooroteina ya que es ca-
paz de unirse a concanavalina A, Mattern y col (1989)
encontraron que el efecto citotéxico es blojueado por
fetuina v li-Acetil-Galactosamina, lo gue sugiere que

la toxina amibianz tiene propiedades del tipo de las
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lectinas.

H) Actividad mitogé&nica de extractos amibianos sobre

linfocitos humanos.

Como se menciona anteriormente la virulencia ami-
biana se ha correlacionado con la actividad de lectina
inhibible de l-Acetil-D-Galactnsamina. Por otra parte
se ha demostrado que las lectinas tienen actividad mi-
togénica. Por lo tanto, se puede pensar que la acti-
vidad mitogénica también puede correlacionar con la
virulencia de este parfsito. De hecho Diamartstein
y col (1981) demostraron gque extractos aribianos de la
cepa HK-9 inducen la proliferacién de linfocitos T en
individuos normales, en cambic los lirfocitos B no wa-
recen proliferar en presencia de estos extractos,
Kettis y Sundgvist (1982) confirmaron gque extractgs de
las cepas BK-9 v NIH:200 presentan actividad mitog&ni-
ca scobre linfocitos T. Salata y Ravdin (1985) encon-
traron gque la actividad nitog&nica de extractos de la
cepa HM1:IMSS estaba asociada con la actividad de lec-

tina inhibible por N-Acetil-D=-Galactosanina descrita
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por Ravdin y col (1981). Esta actividad es inhibida
significativamente por asialofeutuina, mol&cula que
contiene tres residuos terminales de !=Acetil=D-Galac=-
tosamina, adem&s encontraron rfue la actividad mitoqé-
nica correlaciona con la virulencia medida in vitro

de cuatro diferentes cepas (Salata y Ravdin, 1985).

I) Actividad de colaqenasa.

Munioz y col (1982) analizaron la actividad de co-
lagenasa de E. histolytica vy encontraron que este
pardsito presenta una enzima con una especificidad
por la coldgena tipo I suverior a la que presenta por
las coldgenas tipo II y III. Esta colagenasa es inhi=-
bida por suero, por EDTA y por L-cisteina, pero na es
afectada por los inhibidores de proteasas parametil
sufonil cloruro, N-Etil maleimida o inhibidores de
tripsina de frijol de soya. Anarentemente la cola-
genasa amibiana se encuentra localizada en la membrana
plasmitica de la amiba y es necesario un contacto
directo con el sustrato para la diagestién de la colé-

gena. Ademis Mufioz y col (1984) encontraron que la
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cepa HM1:IMSE, altamente virulenta, tiene una activi-
dad de colagenasa cuatro veces rayor que la presentada

por la cepa EK-9, la cual es menos virulenta.

J) Efecto de "porareba".

Youna y col (1982) describieron una proteina aso-
ciada a la membrana de I. histolytica gue es capaz de
formar poros en la membrana plasmdtica de macr6faaos
y linfocitos ya que en presenciaz de esta fraccibén rep-
branal amibiana hay una r&pida despolarizacifn en la
membrana de las células mencionadas. Estos cambios en
permeabilidad iSnica también son producidos en bicapas
lipidicas. Esta proteina formadora de poros es afecta-
da por pronasa, tripsina y vor la temperatura. ILos
canales formados por esta proteina son cuatro veces més
permeables a cationes monovalentes gue a aniones. TLa
secrecibfn de esta proteina es estimulada después de la
exposicién al ion6foro de calcio A23187, caoncanavalina

Ay lipovolisacaridos de Zscherichia coli.

Lynch y col (1982) tambié&n reportaron un polip8otido
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famebaporo) que estd presente en el medio de cultivo y
en una fraccib6n de la amiba gue sedimenta a alta velo-
cidad (150,000 x g). Este "amebavoro" que probable-
mente es el mismo que describieron Youna v col (1982)
se incorpora espontaneamente en bicapas lipifiicas, en
liposomas y en cé&lulas produciendo un progresivo & irre-
versible cambio en la conductancia ifnica de las mem-
branas de las cé&lulas blanco. El "amebanoro" es inso-
luble er triton X-100, pero puede ser disociado en un
estado activo en SDS al 1%, bajo estas condiciones
tiene un peso molecular aparente de 13,000 daltones.
Ademds, este factor de porameba ests presente en mayor
cantidad en la cepa virulenta HM1:IMSS gue en la cepa

no virulenta HK-9.

Asi, la virulencia de E. histolytica se ha corre-
lacionado con alaunas propiedades de los trofozoitos
como la aglutinacifén con concanavalina A (Trissl v col,
1977), la carga eléctrica de superficie (Trissl v col,
1977), la fagocitosis (Trissl y col, 1978; Orozco y
col, 1982, 1983; Sudrez, 1983), la eficiencia para for-

mar colonias en agar semisflido (Gillin y Diamond, 1978)
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y el efecto citopitico sobre células en cultivo
(Mattern y col, 1978; Orozco v col, 1980). Tambi&n se
ha correlacionado con algunas actividades biolfgicas
como efecto citotéxico de los extractos amibianos sobre
células en cultivo (Lushbaugh y col, 1978; Bas vy col,
1980; Mattern y col, 1980), el efecto de porameba
(Young y col, 1922; Lynch v col, 19R82), actividad nito-
génica de los extractos amibianos sobre linfocitos hu-
manos (Diamantstein y col, 1981; Salata vy Ravwdin, 1984),
la presencia de actividad de lectina sobre eritrocitos
humanos (Kobiler y Mirelman, 1980) vy sobre cé&lulas de
la linea CHO (Pavdin y col, 1984) y con actividades
enzimiticas como la de colagenasa (Mufoz y col, 1984).
Sin embargo, hasta la fecha no ha sidec posible definir
con claridad si estos fenSmenos tienen un papel impor-
tante en la virulencia o si se trata de fenfrencs, gue
aungue puedan estar ligados a factores invelucrados en
la virulencia, no tengan relacién directa con ella.

Una manera para saber cuales de estos factores estén
realmente involucrades en la virulencia amibiana es

utilizar un enfoque genético, aislando rmutantes defi-

cientes en propiedades que se ha repcrtado gue
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correlacionan con la virulencia.

Los estudios en pardsitos hasta hace poco tiempo
habfan sido enfocados principalmente a descripciones
morfolbgicas v ecolbgicas. Sin embarao, en la actua-
lidad poco es conocido acerca de la genética de muchos
pardsitos, la falta de progreso en este camoo se ha de-
bido a: (a) las dificultades vara aplicar las té&cnicas
convencionales de andlisis gen&ticos en orcanismos con
ciclos de vida complejos, (b) a la falta de caracteres
reconocibles que puedan servir como marcadores genfti-
cos y (c) a la falta de métodos adecuados de cultivo
para muchos pardsitos. Para protozoarios pardsitos
estos estudios ya se han llevado a cabo en alqunos or-
ganismos que presentan una fase sexual conocida en su
ciclo de vida, principakpente en malaria y coccidia.

Por ejemplo, en los géneros Eimeria y Toxoplasma se ha

demostrado gue puede ocurrir recombinacidn genética me-
diante el usn de marcadores agenéticos de resistencia a
drogas (Joyner y Norton, 1975; Pfefferkorn v Pfefferkorn,
1980). En Trvpanosoma se han utilizado técnicas de ae-

nética molecular con las cuales se han identificado
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cuatro antigenos de superficie (Hoeijmakers v col,
1980). ILos estudios genfticos en malaria han dado in-

formacifn principalmente en las siguientes freas:

1) La organizacidn aenética bidsica del parfsito (Beale

y col, 1978).

2) La extensa variacifn genética de enzimas en pobla-

ciones normales del par8sito (Carter, 1978).

3) La genética de resistencia a droacas antimalariales

(Rosario, 1976; Padua, 1981).

4) Genética de la virulencis, donde al cruzar lineas
virulentas con lineas avirulentas se definif cue la
virulencia es un carlcter tipicarente rendelianc

(Walliker y col, 1976).

Asi, tanto la genética convencicnal ceomo la gené-
tica melecular han dado importante Znfrrmacifin acerca
de la biologia bisica de protozosrirs parfsitos.

lo tanto, una ferma de definir cufles son leos fzctores
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realmente involucrados en la virulencia amibiana es
utilizar un enfogue gené&tico como el aislamiento de
mutantes deficientes en caracteristicas amibianas in-
volucradas en la virulencia. De hecho Nrozco y col
(1983) y Sufrez (1983) reportaron el aislamiento de
clonas amibianas deficientes en faagocitosis a partir
de la cepa HM1:IMES, en estos trabajos se demostrd que
las clonas deficientes en fagocitosis presentan defi-
ciencia en virulencia. 8Sin embargo, estas clonas fue-
ron aisladas de una cepa muy heterogénea (Orozco y col,
1985) y sin mutagenizar, por lo que se podria pensar
gue estas amibas son variedades poco virulentas de

E. histolytica y por lo tanto, es dificil establecer la
separacifn clara entre la virulencia y otros fenbmenos

diferentes a los tomados en cuenta para su aislamiento.

Paor otra parte, no existen hasta la fecha marcado-
res en E. histolvtica que permitan sequir experimental-
mente a las amibas cuando se obtienen mutantes deficien-
tes en fenSmenos bioldgicos implicados en la virulencia,
ni al revertir la deficiencia. Este seria de gran

utilidad en &1 estudio de la acenética de la virulencia
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aribiana.

La emetina podria ser una de las drogas de eleccifn
para marcar genéticamente a E. histolvtica, ohteniendo
mutantes amibianas resistentes a ella. Fstudios hechos
por Grollman (1966) indican gue esta droga es un potente
agente selectivo en células eucariontes, ademids de ser
un potente inhibidor de la sintesis de proteinas. Oroz-
co y col (1985) han obtenido mutantes amibianas resisten-
tes a emetina que pueden servirnos nara partir de ellas
y obtener mutantes amibianas deficientes en virulencia

y marcadas genéticamente con resistencia a esta drooa.

De esta manera como obietivo aeneral de esta tesis
nos propusimos obtener mutantes de E. histolytica defi-
cientes en virulencia v marcadas cenéticamente con re-
sistencia a emetina para analizar en estas rmutantes al-
gunas de las propiedades y actividades biolbaicas gue
se han correlacionado con la virulencia de este paréd-
sito, con el fin de determinar cuiles cde estos fernbme-
nos estin directamente involucrados en la virulencia

amibiana.
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OBRJETIVOS

En el presente trabajo nos nronusimos los siauien-

tes objetivos particulares:

1)

2)

3)

4)

5)

Caracterizar preliminarmente a mutantes de E. histo-

lytica resistentes a emetina.

Obterer mutantes de E. histolytica deficientes en
fagocitosis y marcadas genéticamen'e con resistencia

a emetina.

Obtener mutantes de E. histolytica deficientes en
adhesién y marcadas genéticamente con resistencia a

emaetina.

Caracterizar la virulencia de las mutantes obteni-

das.

Caracterizar las mutantes deficientes en virulencia
en algunas de las propiedades que se han relacionado

con la virulencia amibiana como son el efecto



29

citopitico sobre células en cultivo, la "actividad
de toxina", la actividad de lectina inhibible wor
N-Acetil-D-Calactosamina, interaccibn con cZlulas
de la linea CHO, la interaccifn con Polimorfénuclea—
res humanos, la capacidad de formar colonias en agar

semisblido.
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VATONIALES ¥ NETODOS

Cultivo de trofozoitos de Cntamoeba histolvtica.

Todas las clonas utilizadas en el vresente trabajo
fueron cultivadas ax&nicamente a 37°C en tubbs Je 16
% 125 mm con medio TYI-£=33 (Piamond v col, 1977) su-
slementado con 20% de suero bovine, 3% de la mezcla
de vitaminas Jde Diamond (Special Diamond Vitamin
ilixture, liorth American Biolocicals) v antibibticos
(penicilina 0.25 UI/ml v estrentomicina 35 uqa/rl).

A excepcifin de la clona &, los trofozoitos se culti-
varon en nresencia de 12 ug/nl de emetina (Dolder,

USA) .

Para cosechar o resermhbrar los trofozoitos, los
tubns con los cultivos en fase logaritmica de creci-
miento se incubaron en un hafo de anua-hielo durante
5 a 10 min para desvevar los trofozoitos de las pare-
des del tubo se acitaron suavemente y se pasaron a

medio fresco.
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Cultivo de la linea celular MDCX. Tas células

de la linea celular I'MCX fueron cultivadas en rmedio de
Eaaqle (1959), suclementado con 17% de suero de ternera
(Gibco, USA) v antibidticos (pmenicilina 100 d/nl v es-
trestoricina 100 ua/ml). Ias células se se~braron a al-
tas densidades en botellas de cultive de 75 cm2 (Cornine,
UGA) v en multicAmaras Linhro (Tinbro, USA). Se incu-
baren a 37°C er atrésfera de 70, y aire (5:°25%) vy se
utilizaren entre 3 v 5 dias después de la sienbra cuando

las monocapas presentaron confluencia.

Cultivo de células de la lirea CZHO. Tas cé€lulas

CHO fueron cultivadas en medio F=12 (Grand Island
Dinloaicals Co., H.¥.) con 10% de suero fetal de ternera
(Grand Island Biolocicals Co.), vnenicilina (100 U/ml) vy
estreptomicina (10C ua/ml). Tas células se sembraron

en botellas de cultivo de 75 cm2 (Corninm, <), Cuando
los cultivos nresentaron cenfluencia las eélulas fueron
colectadas. Para celectar las células se elimind el
redio Ae cultivo, se aarecaron 2 ml de trigsina ENTA

10 (Gibeo, USA), la cual se elirind inredistamente, se

agreqaron otros 2 ml de tripsine ENTA v se incubaron a
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37°C durante 2 nin. Al térnino Je este tiempo se elimi-
né la tripsina v las células se incubaron durante 10 min
a 37°C. Posteriormente las cé&lulas se colectaron con 5

r:l de nmedio F-12.

Caracterizacifn prelinirar de las rutantes de

Entamoeba histolvtica resistentes a emetina. Previo a

la seleccién de trofozoitos deficientes en facocitosis

(Fag ) a sartir de clonas amibianas resistentes a ereti-
W . . R ’

na (Cmt’) varias clonas Emt’’ se sometieron a pruebas e

resistencia cruzada a colchicina tanto en medio liquido

como en medio semisélido. Al misro tiempo se probé si

las mutantes eran estables, es decir, si secuian conser-

vando la caracteristica de ser resistentes a emetina.
a) Sensibilidad a colchicina er medio liquido,

Cultivos en fase eynonencial de crecimiento se in-
cubaron en un bailo de aaua-hielo nara Jdesne~ar los tro-
foznites de las naredes del tubo v 104 trofozoitos fue-
ron pasados a un tubo con 12 ua/ml de ermetina o 200 o

470 _z/ml de colchicina (Sinma Cherical, USA), como
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colonias fucron aperentes a simple vista. 'a oficiencia
de formacidn de colonias se Adetermind cono el nfimero de
colonias aparentes a sirple vista divididn entre el nfme-
ro de trofozoitos inoculados v nultinlicado vor 100.

Mutscénesis. Para obtener clonas de E. histnlvtica
ot v deficientes en facocitosis (Fan ) trofozoitos Ae
la clona Cg resistente a emetina, muy facocitica y muy

. - .R + .+ <
virulenta (Emt, Fag , Vir ) se crecieron en una botella

de cultivo de 150 cm2 (Cornina, US2A) “asta gue las cé-
lulas se encontraron en fase media locaritmica, a este
tiempo se aqregaron 350 ug/ml de etil metano sulfonato
(EMS) durante 24 h, (Herndndez, 1985) al término de este
tiempo el cultivo se incubé en un ba“o de acua-hielo pa-
ra despecar los trofozoitos de las naredes de la caja

de cultive, los trofozoitos se pasaron a tubos cbnicos
de 50 ml ¥ se centrifugaron a 369 % ~ durante 5 min, el
sobrenadante se descarts, eliminando de esta manera el
muticenn. La pastilla se resuspendif en medio TYI-5-33
vy los trofozolitos se distribuyveron en 39 tubos de cnlti-

vo independientes los cuales se incubaron a 37°C durante

48 h para vermitir la segreqacibn de las nutaciones.
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Aislamiento de trofozoitos deficientes en facoci-

tosis. La técnica utilizada vara aislar trofozoitos
deficientes en fagocitosis fue la descrita nor Orozco
y col (1983), 1la cual consistid en utilizar bacterias

Escherichia coli cepa CR34 Thv™ crecidas en medio suple-

mentado con 5-Bromo-2-deoxiuridina (BUAR) (Sigma Chemical,
USA) v alimentar con ellas a los trofozoitos. Las @mi-
bas que ingirieron suficientes bacterias incorporaroﬁ_

la BUdAR en su genoma y al irradiarlos con luz de longi-
tud de onda de 310 nm el DNA amibjano se rompif, mu-

riendo los trofozoitos al momento de replicarse.
a) Preparaci6n de las bacterias.

Escherichia coli cepa CR34 Thy fue crecida en me-

dio 56/2 (descrito en el anexo de esta tesis) suvnlemen-
tado con glucosa 0.5%, 5% de casaminodcidos libre de
vitaminas (Difco, USA), 1 ug/ml de tiamina (Siema Chemical,
USA) v 50 ua/ml de timidina (Sirma Chemical, USA). E1
crecimiento de las bacterias se llevd a cabo a 37°C en
agitacibn. Los cultivos en fase exponencial de creci-

miento fueron lavados 3 veces con medio 56/2 para
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eliminar los restos de timidina soluble. De la susoen-
sién anterior se inocularon 0.5 ml en medio 56/2 en el

cual la tiridina se sustituyd cen 50 ya/nl de BUAR. Ura
vez que el nuevo cultive lleqd a la fase exmonencial de
crecimiento, las bacterias se lavaron 3 vecas con medio

8

56/2 v se ajustaron a 30 vnidades Xlett (1 ¥ 10~ hacterias/ml).

b) Interaccidn trofozoitos-bacterias.

Los trofozoitos tratados con RI'S 24 h 2ntes fueron
incubados en un bafio de agua-hielo nara despegarlos Ae
las paredes del tubo, se centrifugeron a 360 x g y se
lavaron una vez con medio ninimn (MM) (Gillin y Diamond,
1980) vy se resuspendieron en MM a 1 X 106 trofozoitos/
ml. Posteriormente 1 ml de la suspesidn de trofozoitos
se pasd a tubos estériles v se le acnregf 1 ml de la sus-
pensibdn de bacterias (1 X 103/n1). las mezclas celula-
res se incubaron a 37°C durante 3 h para permitir que
las amibas ingirieran a las bacterias. Después de este
tiempo las amibas se lavaron con Ml para eliminar las
bacterias no ingeridas y 0.5 X 105 trofozoitos se ino=-

cul=zrepn en tubos con medio TYI-S-33. Los trofozoitos
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que estuvieron en contacto con las bacterias se incuba-
ron a 37°C durante 24 h para rermitir la replicacién de
las amibas v la incorporacifén de la BUAE en su DNA.

<

c) Irradiacibn.

Los trofozoftos que estuvieron en incubaci6én por
24 h, se centrifugaron a 360 x g, se lavaron 2 veces
con M' v se resuspendieron a 0.25 x 106 trofozoitos/ml en 17, 2 ml
de esta suspensifn se pasaron a cajas de petri de 35 X
10 mm (Lux, Miles Laboratories, USA). Las tapas de las
cajas se invirtieron y se llenaron con una solucibn de
timidina (1 mg/ml) la cual actud como filtro protector
de la luz de longitud de onda muy corta (<319 nm). Las
cajas de petri se »usieron sobre hielo y bajo una l&m-
para de luz de 310 nm a una distancia aproximada de 5
cn con el filtro de timidina interpuesto v en agitacidn
suave durante 2 h. Terrinado el tratamiento de irradia-
cién los trofozoitos fueron sembrados en tubos con medio
TYI-S-33. Los trofozoitos sobrevivientes a la irradia-

cifén se contaron con ayuda de un hematimetro a diferentes

tiempos hasta que alcanzaron la fase exponencial de
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crecimiantn. Fl nrotocole cormnleto se reslizf 2 veces.

d) Clonacidn.

A pertir de los trofocoitos scbrevivientes al se-
qundo tratamiento de seleccifin se aislaron trefozoltos
provenientes de una sola c&lula mediante la técnica de
formacidén de colonias ya antes descrita (Gillin w
Diamond, 1978). 1 agar se complementd con 6 ua/nl rde
emetina. Despufés de 7 a 10 dias, cuan.o las colonias
fueron aparentes a simple vista, se extraijo una colonia
de cada caja, mediante el uso de ninetas pasteur esté-
riles, ¢ue se pasd a tubos con 12 rl de medio TYI-5-33

con 12 ua/nl de ernetina.

En el caso de una de las subpoblaciones, la nlimero
B, gue fue incapaz de crecer en agar semisblido, la clo-
nacién se llevd a cabo en medio licuido inoculando en
viales con 3 ml de medio TYI-£-33 un trofozoito por vial.
Los viales se incubaron a 37°C v los trofozolitos de uno
de los viales con crecimiento se nasaron a un tubo de

16 X 125 mn vara seguir su cultivo en oresencia de 12
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ug/ml de emetina.

Obtencibén de eritrocitos humanos. Los eritroci-

tos fueron obtenidos por vuncidn venosa mediante jerin-
gas estériles con solucibén de Alsever (Garvey y col,
1977) como anticoagulante. ILa muestra de sangre se pa-
s6 a un tubo de 16 X 125 mm, se centrifuad a 1000 x g
durante 10 min para separar los eritrocitos de otros
elementos sancuineos. Posteriormente los eritrocitos

se lavaron 3 veces con solucidn salina (NaCl 0.9%) y se
resuspendieron en medio TYI-S5-33 a una concentracién de
1 X 108 eritrocitos/ml. Para todas las pruebas de fago-
citosis y adhesibn se utilizaron eritrocitos de no mis

de 5 dias de extraidos.

Eritrofagocitosis. Las pruebas de eritrofagoci-

tosis fueron realizadas de acuerdo a la técnica descrita
por Trissl y col (1978). Los tubos de cultivo de las
diferentes clonas se incubaron de 5 a 10 min en un bafio
de agua-hielo para despegar los trofozoitos de las pare-
des del tubo. Se centrifugaron durante 5 min a 360 x g

y se ajustaron en su propio medic a 1 X 106 trofozoitos/ml.
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0.4 ml de esta suspensifn se nusieron en contacto con

0.4 ml de la suspensibn de eritrocitos humanos frescos

(1 x 108 eritrocitos/ml). Los tubos con las suspensiones
celulares se incubaron en bano Maria a 37°C durante 5

y 10 min. Al término de cada tiempo se agregaron 10 ml
de agua bidestilada para lisar los eritrocitos no inage-
ridos. Después de 5 min de incubacién con agua bides-
tilada a temperatura ambiente, las preparaciones se cen-
trifugaron a 360 x g durante 5 min, se descartaron los
sobrenadantes se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en
solucién salina amortiguadora de fosfatos, pH 7.3 (PBS)
por 30 mirn a 37°C. Posteriormente, las preparaciones se
lavaron 3 veces con solucifn salina y los eritrocitos
ingeridos se contrastaron con la tincién de Movikoff
(1972) la cual consiste en incubar las preparaciones du-
rante 30 min a 37°C con 3-3'diaminobencidina (Siama
Chemical, USA). Al término de este tiempo las prepara-
ciones se lavaron 3 veces con solucifn salina. Posterior-
ments se contaron los eritrocitos inaeridos en 100 amibas
elegidas al azar y se obtuvieron los »romedios de eritro-

citos ingeridos por cada clona a cada tiemoo.
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Adhesifn a eritrocitos. Para las pruebas de adhe-

sifén a eritrocitos se utilizé la técnica descrita por
Garcia-Rivera v col (1982). Los trofozoitos de las di-
ferentes clonas fueron incubadas en un bano de acua-hie-
lo durante 5 a 10 min, se centrifucaron a 360 x g duran-
te 5 min v se ajustaron en su prowio medio a 1 ¥ 106
trofozoitos/ml. 0.4 ml de esta suspensibn se incubaron
con 0.4 ml de la susnensifén de eritrocitos humanos fres-
cos (1 X 108 eritrocitos/~1l). ILos tubos con las susven-
siones celulares se incubaron en un bafio de aqua-hielo
durante 5 y 10 min. Al té&rmiro de estos tiempos las
preparaciones se fidaron con alutaraldebido al 2.5% en
PBS durante 30 min a 37°C. Posteriormente las prenara-
ciones se lavaron 3 veces con solucidn salina v los eri-
trocitos se contrastaron utilizando la tincibn de
Hovikoff (1972). Posteriormente las preparaciones se la-
varon 3 veces con solucifn salina v se contaron los eri-
trocitos adheridos en 190 amibas eleaidas al azar; obte-
niéndose los promediecs de eritrocitos adheridos por amiba

para cada clona v a cada tiemno.

Virulencia. La virulencia de las clonas se
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determind por inoculacibn intravortal Je trofozolitos en
hinsters jévenes machos de aproxiradamente 109 q de pe-
S0 gue se anestesiaron por via intraperitoneal con Anes-
tesal (llorden, México) utilizédndose 1 ml de una solucibn
diluida 1:10 por cada 100 a de peso del animal. Una vez
anestesiados se les practicé lavaratomia amnlia v se lo-
calizb la vena porta, por la cual se inocularon 2.5 X
10° trofozoitos en 0.5 ml de medio TYI-S5-33 con una je-
ringa estéril de 1 ml. Ia herida se cerrd cosiendo en
2 plenos, el miisculo ¥ la piel. Al té:mino de & Aias
los hémsters se anestesiaron con cloroformo, se abrie-
ron para extraer el hicado y localizar la presencia de

abscesos asi como el tamano de é&stos.

"Actividad tbxica" de extractos amibianos. Para

medir la "actividad de toxira" de las diferentes clonas
se utilizd la técnica descrita por Lushbaugh y col
(1978), Bos (1980) y Mattern v col (1980). Los tuhos de
cultivo de las diferentes clonas se incuharon en un baro
de agua-hielo durante 5 a 10 min, se centrifuaaron a 360
x g durante 5 min, los sobrenadantes se descartaron v

las gastillas se lavaron veces con sclucién salina.
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Las suspensiones se ajustaron a 1 ¥ 10° trofozoitos/rml
en solucién sazlina y los trofozeoitos fueron lisados por
2 pasos de congelacibfn-descongelacibn, se centrifucmaron
a 910 x g durante 15 min a 4°C se acrecf 2.02 de P-mer-
captoetanol (Merck-México). Los sobrenadantes se anre-
garon a monocaras fe cé&lulas eviteliales de la linea
HDCK cultivadas en multicé&raras linbro, nreviamente la-
vadas con solucifin salina. T.as monocapas con extractos
amibianos se incubaron a 37°C durante 1 h. Al té&rnino
de este tiempo se retiraron los sobrenadantes v se pro-
cedid a evaluar el grado de destruccifn de la monocana.
Para medir cuantitativa—ente la destruccidn de la mono-
cana se utilizd la té&cnica descrita ror Orozco v col
(1978) y Bracka y Mirelman (1984). Después de lavar

la multicdmara 3 veces con soclucib:n salina, las sresa-

.3% en P3E
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raciones se fijaron cnn olutaraldashido al
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ciones se lavaron 2 veces con sclucifin szlin=. Pposte-

riormente se tinieron con azul fe retilerc al 1% Treca-
radoc en solucibn amortiguadora de beoratss 7.1 " oF 8.7
durante 10 min. Las ronocapas se l3vzren I vecss cor 1

ml de la solucifn de borates .01 ¥. Peraz extzraer el
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color abserbido per las morscanas se agread 1 rrl de HZL

.1 M durante 30 min a 37°C. Posteriorrente se levd la

absorbancia a 669 nm. L1 00 de la destruccidn de la

nonocapa se tormd de los waleres recistrados nava las mo-
nocajras celulares gue no estuvieron en contacto con los
extractos amibianos v como el 100% Ae la destruccifn de
la nonocana se tomd el walor recistrado nara las células
aque estuvieron en contacto con los extractos de los tro-
fozoitos de la clona Cg.

Efecto citopético sobre c&lulas epiteliales en

cultivo. Los trofozoitos de las diferentes clonas se
separaron de las naredes del tubo nnr enfriamiento en
agua-hielo, se centrifugaron a 360 x g durante 5 min

se descartaron los sobrenadantes y los trofozoitos se

ajustaron & 1 ¥ 10° trofozoites/ml en medio TYI-S5-33.

0.1 ml de cada susvensién celular se pusieron
to con monccapas de cé&lulas epiteliales de la
cultivadas en multicdmaras Linbro osreviamente
Se acregbd 1 nl de redio

con solucidn salina.,

a cada ©ozo de las mutic@maras v se incubaron

durante 1 h.

en contac-
lin=za MDCK

lavadias

a 37°C

Al t&rming de este tierpo se incubd la
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rulticdmara a2 1°C durante 15 min mara destemar los tro-
fozoitos de la cAnara de cultivo, se desecharon los so-
brenadantes, las cdmaras se lavaron 3 veces con solu-
cifdn salina fria y se procedié a evaluar el érado de
destruccién de la monocapa #e la manera antes menciona-

da.

Interaccifn de los trofozolitos con rélulas de la

linea CHC. Para el ensayo de ruerte celular de células
de la linea CHO se sinuidé la técnica descrita por Rav-
din y col (1920). Cé&lulas CHO trinsinizadas se resus-
pendieron en medio F-12 (Gibco) sunlermentadn con 102 de
suero fetal de ternera, se lavaron una vez con nedio
TYI-5-33 al 1% en PBS 7 se ajustaron & 2 ¥ ]95 células/
ml. 1 ml de esta suspensifn se nas3 a tubos cde pelies-
tireno de 12 ¥ 75 mn (Falcon, USA), se aorenf a cada
tube 1 X 104 amibas de las diferentes clonas obtenien-
do una relacidn de 20 células CEQ por cada ariba. 1Izas
suspensiones celulares se centrifugareon a 350 x o du-
rante 5 min. Posteriozmente se incukaron a 37°C duran=-
te 3 h. Al término de este tierso se le arreo® z cada

pastilla celular 0.1 ml de =2zul de trinanc 21 4% - se
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contd el nimerc de cé&lulas CHO vivas y rnuertas con avu-

da de un hematimetro.

Adhesién a células de la linea CHO. Los tukos de

cultivo con las diferentes clonas se incubaron en un
bafo de anua-hielo para desnecar los trofozoitos de las
paredes del tubo, se centrifucaron a 3f0 x g durante 5
min v se lavaron 2 veces con medio salino F Ae Puck sin
suero, pH 6.8. Posteriormente 1 ¥ 10,'1 amibas de cada
clona se pusieron en contacto con 2 X 105 células de la
linea CHC. Las suspensiones celulares se resusnendie-
ron en 1 ml de medio salino de Puck, se centrifucaron

a 360 x g durante 5 min vy se incubaron a 4°C durante 3
h. Al término de este tiemvo, se decantd el nmedio v

las células se resuspendieron suavenente en el tubo v

se contaron las amibas que adhirieron cé&lulas CHO, to-
mindose cono positivas acuellos trofozoitos gue adhirie-

ron 3 células o mis (forracidr de roseta).

Obtencifn de Polimorfonucleares. Los polimorfo-

nucleares (PMN's) se obtuvieron nor nuncifn venosa con

una jerinaa estéril, utilizando henarina coro
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anticoaqulante, la sangre se diluyd 1:1 en solucién sa-
lina de Henle balanceada 1¥ (FBSS). 30 ml de la mezcla
de sangre se agreqaron a un tubo c&nico de 50 ml que
contenia 12 ml de una solucidn de ficol-hipaque, la mez-
cla se centrifuaé a 400 x ¢ durante 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-
trin al 3% v esta mezcla se dejd sedimentar durante 60
nin a temneratura armbiente. Posteriormente se removid
la capa superior, la cual contiene los PMN's, v se cen-
trifuagd a 360 x g durante 15 min a 4°C. Posteriormente
se anadieron en el siguiente orden, 3 ml de MNaCl al
0.22% durante 45 min, 0.88 ml de NaCl al 0.3% y 5 ml de
HBSS. Posteriormente la suspensién se centrifugd a 360
® g durante 15 min a 4°C. TFipalmente los PMN's se re-

suspendieron a una concentracidn de 2 X 106 PMN's/ml.

Interaccibn PMN'S-amibas. Los trofozoitos de las

diferentes clonas se ajustaron a 1 ¥ lostrofozoitoshﬂ v 0.1 ml ¢

estas suspensiones se pusieron en contacto con 1 ml de

d

una suspensién de PMN's (2 X 10  PMM's/ml). Las suspen-

siones celulares se centrifucaron a 360 x g durante 5
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min y se incubaron a 37°C durante 3 h. Una vez concluf-
do este tierpo se agread 0.1 ml de azul de tripano al 4%
v se conté el nimero de amibas vivas v nuertas asi como

el nimero fe PMM's vivens  myertns con avy-la he un henma-

timetro.

Actividad de lectina. Para medir la actividad de

lectina inhibible por ll-acetil-D-galactosamnina se utili-
z6 la técnica descrita nor Pavdin y col, (1985). Los
trofozolitos de las diferentes clonas se centrifugaron a
360 x g durante 5 min, se lavaron 2 veces con PBE, se
resuspendieron en upn volumen de 3 ml de PBS v se soni-
caron 2 veces durante 30 ses, teniendo las susvensiones
en un bano de hielo durante todo el procediriento. Pos-
teriormente los sonicados se centrifugaron a 250,000

¥ g durante 30 rin. De cada sonicado se midif la canti-
dad de proteina presente mediante la té&nica descrita
por Bradford (1976) ¥y se hicieron diferentes diluciones
en PBS, las cuales se pusieror en contacto con 2 X 105
células de la lfnea CHO rrevianente fijzdas con clutz-
raldehido al 1%. Las células con el scnicado amibiano

se colocaron en 3 pozos de microtitulacifn., Las rlacas
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se incubaron durante 1 h en a~itacifn a 4°C. Al término
de este tierno se observéd al micresconio f-tice v se die-
ron valores de 0 a 4 a cada rozo, se~fin la aglutinacifin
cue presentaban las c€lulas. 7 fue el valor nara ague-
llas células gue no adlutinaron v 4 para anquellas c&lu-
las que formaron una vastilla commacta en el centro del
pozo. La actividad de lectina se determind a partir de
l1a minina concentracifn del sonicalo nue produjo aalu-
tinacibn, se ohtuvo un promedio del arado de aglutina-
cifén de los 3 pozos con la misma dilucifn v se dividid

entre la cantidad de proteina presente en dicha dilucién.
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RESULTADOS

Caracterizacibdn preliminar de las mutantes EmtR.

Varios investigadores (Hutchinson, 1963; Bench-Hansen

y col, 1976) han reportado que mutantes resistentes a
una droga, frecuentemente presentan alteraciones en la
membrana, que las hacen resistentes a otras drogas.

En este trabajo utilizamos clonas amibianas resisten-
tes a emetina (Orozco y col, 1985) para aislar las
mutantes deficientes en fagocitosis. Para descartar
que estas mutantes presentaran alteraciones a nivel de
la membrana, ya que la membrana plasmitica amibiana
juega un papel importante en la virulencia, se reali-
zaron pruebas de resistencia cruzada a otra droga. Pa-
ra estas pruebas se eligif la colchicina, porque Bench-
Hansen y col (1976) encontraron que mutantes resisten-

tes a colchicina también eran resistentes a emetina.

Las pruebas de resistencia cruzada se hicieran
de dos maneras, una siguiendo el crecimiento celular,
contando los trofozoitos viables en medio liguido v en

presencia de 12 uyg/ml de emetina o 200 o 400 vg/ml de



colchicina, la otra manera fue midiendo la FFC en agar
semis6lido en presencia de 6 ug/ml de emetina o de 300

ug/ml de colchicina.

La caracterizacibdn de 11 clonas EmtR tanto en me-
dio ligquido como en medio semisflido se muestra en la
Tabla I donde se puede observar gue 5 de las clonas
probadas mostraron ser inestables, ya que perdieron la
caracterfstica de ser Emt" después de ser cultivadas
durante varias generaciones en ausencia de la droga.
De las 6 clonas gque siguieron conscrvando la resisten-
cia a emetina se encontraron 2 qrupos diferentes de
mutantes, un arupo compuesto de 3 clonas tcz, c} v CB]
fueron también resistentes a colchicina (COIR), esto
sugirif gque estas mutantes tienen alteraciones a nivel
de la membrana plasmitica que hacen disminuir su per-
meabilidad y por eso son resistentes a las 2 drooas.
El otro qrupo EmtR, también representado por 3 clonas
[CG, Cg v CIO} fueron sensibles a colchicina (Colsj,
lo gue sugiere gue estas mutantes estén alteradas a
nivel de la maguinaria de sintesis de protefnas, como

se ha descrito en algunas células Emt? de la linea CHO



TABLA I

PRUEBAS DE RESISTENCIA CRUZADA PARA
IAS CLONAS EﬂtP

MEDIO LIQUIDN MEDIO SEMISOLIDO
CLONA EMETINA COLCHICIN: EMETINA COLCUICINA

A = = . =
& = = = =
C, + + + +
Cs + + ¥' +
C o ] = =
G = = = =
(o + - + -
Cy & - = =
Ca + ] N.D. N.D.
Cq = + =
Cio + = N.D. N.D.
Ciy o = MN.D. N.D.

+ Resistente.
- Sensible.

N.D. No determinado.

Trofozoitos de las clonas EmtR, cultivadas durante 3
meses en ausencia de la droga, fueron inoculados en
medio liguido con 12 ua/ml de emetina o 200 o 400 ug/
ml de colchicina y en agqar semisflido con 6 uag/ml de
emetina o 300 uao/ml de colchicina. Las clonas resis-
tentes en medio lfiguido fuercn aguellas que crecieron
a la misma velocidad que la clona respectiva en ausen-
cia de las drogas. En medio senisflido las clonas
resistentes fueron aquellas rque mestrarcn una eficien-
cia de formacidn de colonias 250% de la misma clona

en ausencia de las drogas.
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(Gupta y Siminovitch, 1977).

En la fig 1 se observa gque la clona silvestre,
clona A, en rresencia de emetina muere a las 192 h,
y en presencia de 200 pg/ml de colchicina la vnoblacibn
permanece constante. En cambio la clona C2 tiene un
crecimiento normal en presencia de las 2 drogas (fig
2), mientras gue la clona Cg crece normalmente en pre-

sencia de emetina, pero no en presencia de colchicina,

(fig 3).

Eritrofagocitosis, adhesifn a eritrocitos v vi-

rulencia de las clonas C2 Y C Como uno de los obje-

9°
tivos de este trabajo fue el aislamiento de clonas ami-

bianas deficientes en virulencia, era necesario asegqu-

rar que las clonas de las cuales se iba a partir pre-
s . =

sentaban los fenotipos Fag , Vir . Por lo tantoc, tro-

fozoitos de las clonas EmtR, C, y C, se inocularon en

2 9
hé&msters jb6venes para medir su virulencia y se lleva-
ron a cabo experimentos de eritrofagocitosis y de adhe-

sib6n a eritrocitos para definir su eficiencia en com-

; ; 2 +
paracibn con la clona A, cuyo fenotipo es V1r+, Fag ,
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FIGURA 1

Prucba de resistencia cruzada para la clona A.

10? trofozoftos de la clona A se inocularon en medio
TYI-5-33 en ausencia de la drona (o-o) o en presencia
de 12 wg/ml de emetina (e-e), 200 ua/ml de colchicina
(y=) & 400 un/ml de colchicina (A-4) v a diferentes

tiervos se contd el nimero de trofozoitos viahles.
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FIGURA 2

Prueha de resistencia cruzada vara la clona Cz.

104 trofozoitos de la clona C2 se inocularon en medio
TYI-5-33 en ausencia de droga (o-o) o en presencia de
12 y3/ml de emetina (e-e), 200 uvag/ml de cclchicina

(A-4) & 400 ug/ml de colchicine (a-a) vy a diferentes

tiempos se contd el niimerc de trofozoitos viables.
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FIGURA 3

Prueba de resistencia cruzada para la clona Cg.

-

16 Leofomolitas de 14 ciona C, se inocularon en medio
TYI-5-33 en ausencia de droga (0o-o) o en presencia de
12 ya/ml de emetina (e-e), & 200 uag/ml de colchicina
{A=4) o 400 uqg/ml de colchicina (A-4) y a difererntes

tiempos se contf el nmero de trofozoitos viables.
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adht.

En la fig 4 se puede observar gue la clona C,
tiene una eritrofagocitosis similar a la de la clona
silvestre a los 5 y 10 min, en cambio la cldna C2 es
deficiente en eritrofagocitosis (Faa ), ya que fago-
citd aproximadamente el 52% de lo que fagocité la
clona A a los 5 min, mientras que a los 10 min la de-
ficiencia fue mis aparente pues solo fagocitd el 35%

de los eritrocitos ingeridos por la clona A.

Los experimentos de adhesibn a eritrocitos mues-—
Eran un comportamiento similar a lo observado en los
experimentos de eritrofagocitosis. Es decir, la clona
Cg no mostrd diferencia alguna en su eficiencia de
adhesibn con respecto a la clona silvestre, mientras
gue la clona C2 adhiri6 solo el 53% de eritrocitos
comparado con la eficiencia de la clona A a los 5 min.
Esta deficiencia se hizo m&s aparente a los 10 min
pues la clona C_ solo adhirif el 35.7% de los eritro-

2
citos adheridos por la clona A (fia 5).
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FIGURA 4

Eritrofanocitosis de las clonas A, C2 y Cg.

Trofozoitos de las clonas A (o-0), C2 (e-e) v Cg
(A=A) se incubaron con eritrocitos humanos (1:100)
durante 5 y 10 min a 37°C, al término de estos tiem-
pos se agreagd aqua bidestilada para lisar los eri-
trocitos no inceridos, las preparaciones se fijaron
con glutaraldehido 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

Adhesidn a eritrocitos de las clonas A, C2 v Cg.

Trofozoitos de las clonas A (o-0), C2 (e-®) v Cq

(4=4) se incubaron con eritrocitos humanos (1:100) du-
rante 5 y 10 min a 0°C. Al t&rmino de estos tiempos
las nreparaciones se fijaron con glutaraldehide al
2.5%, los eritrocitos se contrastaron con diaminoben-

cidina y se contarcn los eritrocitos adheridos en 100

amibas eleaidas al azar.
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La virulencia de estas 2 clonas también fue di-
ferente (Tabla II). La clona Cg mastrd una virulencia
similar a la de la clona A, mientras que la clona C2
solo produjo abscesos henfticos en el 50% de los ani-
males inoculados. Estos resultados confirman que la
fagocitosis y la adhesidn correlacionan con la viru-

lencia amibiana como ha sido propuesto por Trissl y

col (1978), Orozco y col (1983) y Sufrez (1983).

Seleccién de mutantes Fag a par*ir de la clona

+ +
Cg. La clona Cg, Fag , Adh+ y Vir , se eliqgi6 como

clona silvestre para el aislamiento de mutantes defi-

cientes en virulencia.

Para la obtencidn de rmutantes Fag , la clona Cyq
se mutageniz® con etil metano sulfonato (EMS) como fue
descrito por Herndndez (1985). Al retirar el mutfgeno
los trofozoitos se dividieron en 39 cultivos indepen-
dientes. La seleccibn de mutantes Fac se llevd a cabo
por envenenamiento de los trofozeoitos con alto grado

de faagocitosis con bacterias crecidas en BudR y poste-

rior irradiacifn con luz de 310 nm de longitud de onda



TABLA II

VIRULENCIA DE LAS CLONAS C, ¥ C

2 9
CLOMNA VIRULENCIA (%)
A 100
c2 50
c9 87.5

Para medir la virulencia se inocularon 2.5 x 105 tro-
fozofitos en h&msters jbévenes, los hiamsters se sacrifi-
caron a los 8 dias v se recistrf el % de animales ino-
culados que presentaron abscesos hepfticos. Se ino-

cularon de 5 a 6 himsters por clona.
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coro se describié en materizles y métodos. Despubs de
la irradiacién, la mayorfa de los trofozoitos mutage-
nizados murieron por éfecto del tratamiento. Sin em-
bargo, se locraron recuperar trofozoftos viaﬂles en

11 de los cultivos. Cuando estos cultivos llegaron a
la fase exponencial de crecimiento se midi# el grado
de fagocitosis y se encontrd que solo uno de ellos
presentaba una velocidad de fagocitosis semejante a la
de la cepa silvestre, lo que nos indica que el método
de seleccibn es eficiente. Las 10 clonas Faa se so-
metieron a un sequndo tratamiento de seleccién v como
se puede observar en la Fig 6 el tratamiento no afecté
significativamente a los cultivos previamente tratades,
pues presentaron un comportamiento similar al gque mos-
traron los trofozoitos de la clona Cg alimentados con
bacterias crecidas en medio suplementado con timidina.
En cambio, todos los trofozoitos de la clona C9 ali-
mentados con bacterias crecidas en medio suplementado
con BUAR murieron por efecto del tratamiento. As{ se
vudieron aislar 10 subpoblaciones scbrevivientes defi-

cientes en fagocitesis en dos pascs de seleccifrn.
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FIGURA 6

Crecimiento de las subpoblaciones después del

sequndo tratamiento de seleccidn. Las poblacicnes

sobrevivientes a un primer pasc de seleccifn se incu-

baron durante 3 h con bacterias Escherichia coli cepa

CR34 Thy crecidas en medio suplementado con 5-Bromo-
deoxiuridina (BUdR), 24 h después los trofozoitos se
irradiaron durante 2 h con luz de 310 nm de longitud
de onda. Posteriormente se cultivaron en medio TYI-S-
33 y se contd el niimero de trofozoitos viables a di-
ferentes tiempos.
o-o Trofozoitos de la clona Cg alirmentados con
bacterias crecidas en medio suplementado con
BUdR.
e-e Trofozoitos ée las poblacicnes sobrevivientes
a un primer tratamiento de seleccién alimen-
tados con bacterias crecidas con medio suple-
mentado con BUdR.
4-4 Trofozoitos de la clona C0 alimentados con

bacterias crecidas en medio suplementado con

timidina.
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Clenacidn. Con el fin de obtener poblaciones homo-
géneas, a partir de las poblaciones sobrevivientes a los
2 pasos de seleccién, trofozoftos de cada una de ellas
se inocularon en agar semisdlido en presencia o ausencia
de emetina de acuerdo a la técnica descrita por Gillin
y Diamond (1478). La eficiencia relativa de formacidn
de colonias (EFCRJ se obtuvo tomando como 100% la EFC
de la clona Cg en presencia de emetina. En la Tabla
LIX se observa que 7 de las subpoblaciones mostraron
una EFC, en ausencia de emetina similar a la que presentd

la clona Cy. La subpoblacidn S mostré una EFCR de

917
46%, mientras que la subpoblacién Sg03 sblo presenté

14% de EFC_,. Por otra parte, la subpoblacidén S fue

R 98
incapaz de formar colonias en agar semisdlido, por lo
que para opbtener una poblacidn homogénea se clond en

medio liguido por la técnica de dilucidn limitada (Oroz-

co y col, 1983).

Estos resultados demuestran que no hay relacién
directa entre la capacidad de crecer en agar y la vi-
rulencia amibiana, como habfa sido sugerido por otros

investigadores (Gillin y Diamond, 1978).



TABLA III

EFICIENCIA DE FORMACION DE COLONIAS DE LAS

IBP ) O x
SUBPOBLACIONES FQEMS—ZX

EFICIENCIA RELATIVA DE
SUBPOBLACION FORMACION DE COLONIAS

6 pg/ml de emetina 0 pg/ml de emetina

Cq 100 130
- 22 120
Byd 78 125
858 0 0
- — 21 140
8515 23 78
S9_16 21 140
B39 46 46
Bl 98 122
Sy.25 3 14
By 51 55 150

Trofozoitos en fase exponencial de crecimiento fueron ino-
culados en botellas Falcon con medio TYI-S-33-agar (0.48%).
A los 7 dias post-inoculacidn se contd el nfimero de colo-
nias. La eficiencia relativa de formacién de colonias se
determind dividiendo la eficiencia de formacidn de colonias
(EFC) de cada subpoblacién entre la EFC de la clona Cq en

presencia de emetina y multiplicado por 100.
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Sin embargo, en la misma tabla se nuede observar
que en la mayoria de las subnoblaciones hubo una dismi-
nucifén en su habilidad para formar colonias en agar se-

misélido en presencia de emetina.
De cada poblacifn se aisld una colonia para su
caracterizacién de fagocitosis, adhesién, "actividad de

toxina" y efecto citoodtico sobre cé€lulas en cultivo.

Eritrofagocitosis. Para confirmar que las clo-

nas aisladas eran deficientes en faagocitosis se midié
el grado de eritrofacocitosis de cada una de ellas a
los 5 y 10 min. En la Tabla IV se muestra el promedio
de eritrocitos ingeridos por amiba psra cada clona y
como puede observarse, 9 de las cloras tuvieron un
grado de fagocitosis menor que lz clona Cg a los 5 min
&

(p <0.01). Solamente la cleona C moastrf ura facoci-

918

tosis semejante a la clona silvestre en este tiermt

[B]

Sin embargo, todas las clonas aislacas Inciriercn a
los 10 min un nimero menor de eritrccites cue lz clona
silvestre (p <0.01). Por lo tanto se lccraron aislar

10 mutantes Fag ,



TABLA IV

ERITROFAGOCITOSIS DE TLAS CLONAS AISLADAS

ERITROFAGOCITNSIS
CLONA (EPTTROCI™0S/AMIBA)
5 MIN 10' MIN
) 5.4 16,5
Ty s 2.8 3.8
S 2.7 8
& 3.2 6
513 2.6 4.7
C915 3 i3
- 2.5 7
C917 3.6 7.8
By 4.5 10
g3 2.7 6.4
Bosia 3.6 8.4

Trofozoitos y eritrocitos humancs (1:100) se incu-
baron a 37°C durante 5 v 10 min. Al té&rmino de
estos tiempos se aagreaf acua bidestilada para 1li-
sar los eritrocitos no inaeridos, las preparacio-
nes se fijaron con alutaraldehido al 2.5%, los
eritrocitos se contrastaron con diaminobencidina
y se contd el nfirerc de eritrocitos inaeridos en

100 amibas eleaidas al azar.

67
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Si tomamos en cuenta cue para la seleccidén de mu-
- , ) 7
tantes Faq se irradiaron 2 ¥ 10 trofozoitns y supo-

niendo que cada una de las 10 noblaciones sobrevivien-

tes provenian de una sola cé&lula, entonces la frecuen-

cia de aparicifn de mutantes Fag fue de 5 X 10_7,

mientras que sin nutagenizar esta frecuencia fue '10—8.
Estos resultados muestran que la clona C_ es una pobla-
cidén altamente homoc&nea, ya gue pmara aislar nutantes
Fag a partir de esta clona se tuvo que utilizar un
nutdgeno. Asi, hay buenas posibilidades de que las
clonas Faa obtenidas er este trabajo no sean una va-
riedad de E. histolytica lo gue tal vez sucede con las
clonas Faq que fueron aisladas a partir de una npobla-
cién muy heterogénea como es la cepa IM1:IMSS (0Qrozco,

1983; Sufrez, 1983).

Acdhesifin a eritrocitos. Para saber si la defi-

ciencia en fagncitosis presentada mor las clonas aisla-
das de debia a una deficiencia en lz adhesifn, se reali-
zaron pruebas de adhesifn a eritrocitos. In la Tabla V
se reporta el nlmero promedio de eritrocitos adkeridos

por amiba para cada clona, como se puede observar 7 de
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las clonas mostraron una adhesién normal tanto a los
5 como a los 10 min. La clona Cq19 mostrd un compor-
tamiento similar al que presentd en los experimentos
de eritrofagocitosis. Es decir, a los 5 min tuve una
adhesi6n sirilar a la de la clona silvestre,” pero a
los 10 min mostré una menor adhesi6n @ 0.01). Por
otra parte se obtuvieron 2 clonas que mostraron ser
deficientes en adhesifén (Adh™ ) desde los 5 min {Cga Y
C923l (p <0.01). Por lo tanto se obtuvieron 3 clonas
Adh”™ y si tomamos en cuenta que se irr diaron 2 X 107
trofozoitos y suponiendo que cada poblacién proviene
de una sola célula, se obtuvo una frecuencia de apari-
cibén de mutantes Adh™ de 1.5x ]0_?, mientras que a par-
tir de la clona Cg sin mutagenizar no se pudieron ob-

tener mutantes Adh~ (frecuencia flﬁ-aj.

Virulencia. Como nuestro principal objetivo era
aislar clonas de E. histolytica deficientes en virulen-
cia, se procedi a caracterizar la virulencia de las
mutantes Fag obtenidas. Para estas pruebas se inocu-

5

laron intraportalmente 2.5 X 10~ trofozoitos en hémsters

ibvenes de aproximadamente 100 g de peso. B8 dias
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TABLA V

ADHESION A ERITROCITOS DE LAS MUTANTES FAG

ADHEGSTION

CLONA (ERITROCITOS/AMIBA)
5 MIN 10 MIN
Cy 7.5 17
o 7 15
Cyy 6,2 13
Cyg 3.4 5
Bors 4.8 11.86
15 | 16.4
Cﬂlb Tsid 1.3
Cy17 Y 13.6
Cyiy 6.1 y.1
Cy23 et :
C9216 6.2 is.1

Trofozoitos y eritrocitos humanos (1:100) se incuba-
ron a 4°C durante 5 y 10 min., Al término ZJe sstcs
tiempos las preparacionss se Iijarcn ocn clutaral-
denfdo al «.5%, los eritreccitos se contrasiaren con
diaminobencidina v se contaron las eritrocitos adneri-

dos en 1U0 amibas elegidas al azar.



post-inczulacibn se extrajo el hicado para localizar

la presencia y tamafio de los abscesos. En la Tabla VI
se observa que todas las clonas tuvieron un grado de vi-
rulencia menor al 50% (Vir ) del presentado por la clo-
na silvestre. Ademis, los abscesos prnducidbs por las
clonas Fag fueron mis pequenos que 1os producidos por
la clona Cg. Asf, se demostrd una vez mis la relacidn
existente cntre la fagocitosis y la virulencia amibia-

na.

Dado que la mavorfa de las clonas fucron Adht se
puede afirmar que la adbesifn, aunque s un cvento im-
portante para la virulencia amibiana, no es por si
misma suficiente para que se exprese la agresividad de

este parédsito.

"

"Actividad de toxina" de los extractos amibianos.

Lushbauch y col (1978), Bos y col (1980) y Mattern y
col (1980) han vostulado gque la "actividad de toxina"
de los extractos amibianos juega un papel imnortante
en la agresividad de E. histolvtica. Para definir si

realmente este es un factor involucrado en la virulencia,



TABLA VI

VIRULENCIA DE LAS MUTANTES FAG

CLONA VIRULENCIA (%)
c, 87.5
c,, 20
Cgé 0
Cos 37.5
Co1 20
Co15 .
€916 :
€919 a3
C919 0
0923 2
c9216 0

2.5 x 10° trofozoitos fueron inoculados en h&msters
jévenes, los animales se sacrificaron a los 8 dias
y se registrd el % de animales inoculados que pre-
sentaron abscesos hepiticos. Se inocularon de 5 a

6 himsters por clona.



se realizaron pruebas de "actividad de toxina" sobre
monocapas de células epiteliales de la lfnea MDCF, con
los extractos de las mutantes Faq_, Vir obtenidas en
el presente trabajo. Después de 1 h o mds de inter-
accibn entre los extractos y las monocapas se deter-
miné el grado de destruccién de las mismas como se des-
cribe en Materiales y M&todos. En la Tabla VII se pue-
de observar que 7 de las clonas tuvieron una "activi-
dad tbéxica" sobre las células en cultivo similar a la
que mostr®d la clona silvestre. Los ex“ractos de las

(&

clonas C no destruyeron las monocapas

93' Caa ¥ Co15
(Tox ), Por lo tanto, cormo la mavorfia de las rmutantes
Fag, vir_ presentaron un fenotipo Tcx+, se puede con-
cluir gue esta actividad no es un fenSmeno biol&aico
que sea suficiente para el establecimiento de la aagre-
sividad amibiana. Aunque no se descarta que factores
citopldsrices involucrados en la agresividad de la ami-

ba participen en la destruccién de las monocapas celu-

lares.

Efecto citopitico sobre células epiteliales en

cultivo. Varios investigadores han reportado una



TABLA VII

EFECTD CITOTOXICO DE LOS EXTRACTCS AMIRIANNS NE

LAS MUTANTES FAG , VIR

CLONA "ACTIVIDAD DE TOXINA® (%)
¢, 100
B 20
Cy, 0
G 100
I 100
CQIS 20
Eore 100
Cg]? nn
€919 Lof
Gy 100
9216 e

Monocapas de la lfnea IDCK y extrzctos

1:10) se pusieron en contactc curante 1 = &
( p

Posteriormente se mididé el eraic

e

Fod 23 Lo piimd ofieh o]

monocapa como se indica en materiales v =

74



relacién directa entre la virulencia de las cepas ami-
bianas y la capacidad de &stas para destruir monocanas
de cé&lulas en cultivo (Mattern vy col, 1°78; Nrozco v
col, 197R; Ravdin v col, 1980). Para confirmar esta
relacién se midi6 el efecto citop&tico de las clornas
Fag‘, vir sobre monocapas de c&lulas epiteliales de
la linea MDCK. En la Tabla VIII se presentan los re-
sultados de la destruccién de la monocapa producida
por las diferentes clonas después de 1 h de inter-
accién a 37°C. Todas las clonas obten’las en el pre-
sente trabajo tuvieron una menor habilidad vara des-
truir la monocapa (Ctp ) en comparacién con la clona
Cg. Por lo tanto, se confirma que el efecto citond-
tico sobre células en cultivo correlaciona directa-
mente con la virulencia amibiana medida in vivo, por
lo que este ensayoc puede utilizarse para pruebas de

virulencia in wvitro.

Interaccifn de trofozoitos Vir con células de

la linea CHO. Para saber si las mutantes obtenidas
eran también incapaces de producir dano en otros sis-

temas normalmente utilizados para cuantificar la
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TABLA VIII

EFECTO CITOPATICO DE LAS MUTANTES FAG VIR SOBRE CELULAS

EPITELIALES EM CULTIVO

CLONA EFECTO CITOPATICO (%)
C9 100
Cqs 21
ng 15
c98 10
c913 i
915 38
o6 2R
Cq19 K.D.
919 o
0923 17
C9215 %3

Monocapas celulares de la lirea MCOCK v trcfozoitos vivos
se incubaron en una relacibn 1:1 durante 1 h a 37°C.
Posteriormente se nidib el crado de destruccibn de la

monocapa como se indica en rmateriales v métodos.



virulencia amibiana ip vitro, se procediff a medir el
grado de aoresividad de una mutante Faq , Adh+ y cde
una Faq_, Adh  sobre células de la lfnea CHO de acuer-
do a la técnica descrita por Ravdin y col (1980). ©n este
tipo de experimentos se tomd como control positivo el
dano producido por los trofozoitos de la cepa [IM1:IMSS
y como control negative la clona L-6 (Fag , Adh+, vVir )
(Orozco y col, 1983). En la Tabla IX se observa que
después de 2 h de interaccifn entre trofonzoitos de la
cepa HM1:IMSS y células de la 1linea CHO el porcentaije
de cé&lulas CHO viables es de 15.84%, mientras gue en
los experimentos de interaccifin de células CHO con
trofozoitos de la clona L-6 el B5.23% de células CHO
permanecen vivas. En los experimentos de interaccién
de células CHO con trofozoitos de las clonas C,, Vv

93

Cglg el 61 vy 40% de células CHO permanecen vivas.

Estos resultados correlacionan con los obtenidos
de los experimentos de facocitosis, es decir, que estas
mutantes tienen un grado intermedio de fagocitosis en-

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

L-6, Fag , Vir . Adem&s de estos resultados se puede



TABLA IX

INTERACCION DE TROFOZOITOS VIR CON CELULAS DE LA

LINMEA CHO

% DFE CCLULAS CHO

CLONA VIVAS MULRRTAS FACGOCITADAS
Llsgnns
HM1:IMES 15.84 22, 3% 61.78
L-6 85.23 2.11 12.¢6¢6
C93 61 9.31 21.69
C919 40 3.3 56.7

Trofozoitos y c&lulas CHO (1:20) se pusieron en con-
tacto durante 3 h a 37°C. Posteriormente se deter-
mind el porcentaje de cé&lulas CEO vivas v ruertas
por el método de exclusidn de azul e trizano. Las
células fagocitadas se obtuvieron de la fifsrencia
entre el nfimerc total de cé&lulas 2l inicio del exne-
rimento menos la suma de las c&lulas wivas v ruer-

tas.

78
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decir guc las nmutantes obtenidas presentan deficiencia
para producir dano en otros sistemas utilizades para

medir virulencia in vitro.

Adhesifn a células de la linea CHN, Para deter-

minar si las mutantes Adh” obtenidas en el nresente
trabajo eran deficientes también para adherirse a

otro tipo de células, se eliqidé una de las clonas Adh~
para realizar experimentos de adhesifn a células de la
linea CHO de acuerdc a la técnica descrita por Ravdin
y col (1981). Como controles positivos se utilizaron
trofozoitos de la cepa HM1:IMSS (Adh™, Fag’, vir®) v

de las clonas L-6 y C [Adh+, Fac , vir ). En la Ta-

93
bla X se muestra gue el 79.15% de los trofozoitos de

la cepa HM1:IMSS son capaces de formar rosetas, en in-
teraccién con células CHO mientras que trofozoitos de

las mutantes C v L-6 tuvieron un porcentaje de

93’ C919
rosetas mids bajo 14.33, 19.23 y 10.12% respectivamente.

Estos resultados sugieren gue para el fenfmeno
de adhesifn de la amiba existen mds de un tioo de re-

ceptores ya gue las clonas C y L-6 son eficientes para

93



TABLA X

ADHESION DE TROFOZOITOS VIR A CELULAS DE LA LIMNEA CHO

CLONA ¢ DE ROSETAS
HMI : TMSS 79.15
L-6 10.12
14.33
o3
19.23
€919

Trofozoitos y células de la linea CHO (1:20) se pusie-
ron en contacto durante 3 h a 0°C. Posteriormente se
determiné el porcentaje de trofozoitos gue adhirieron

3 o mds células CHO !roseta).
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adherirse a eritrocitos humanas perc no a células CHD.

Interaccibn entre polimorfonucleares v E. histoly-

tica. Guerrant y col (1981) encontraron que los tro-
fozoitos de cepas poco virulentas son nas facilmente
destruidos por polimorfonucleares humanos (PiTi's) que
los trofozoitos de las cepas mas virulentas. Ademés,
los trofozoftos de las cepas menos virulentas son inca-
paces de destruir a los PMN's. Para determinar si las
mutantes Vir siguen el comportamiento reportado por
estos autores, las clonas Cg3, C98' Coy9 ¥ L-6 se mez-
claron con PMN's y se incubaron a 37°C. Cono puede
cbservarse en la Tabla XI los trofozoftos de las mutan-
tes Fag~, Vir son mas f4cilmente destruidos por los
PMI's en comparacifon con los trofozoftos de la cepa
HM1:IMSS, a su vez dos de estas clonas tuvieron un me-
nor efecto sobre la viabilidad de los PMN's en compa-
racién con la cepa HM1:IMSS. Sin embargoc, las clonas.
Cgy ¥ Cyq9 tuvieron un efecto similar al que mostréd la
cepa HM1:IMSS.

Estos resultados sugieren que la relacidn huésped-

nardsito es mds compleja en comparacidn con los ensayos

in vitro.
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TABLA XI

INTERACCION ENTRE PMN's Y E. HISTOLYTICA

CLONA % DE AMIBAS $ DE PMN's
VIVAS MUERTAS VIVOS MUERTOS

HM1:IMSE 73.2 24 1222 21,7
L-6 10.7 14 51.3 6.4
C93 29.5 11.6 27.4 11.6
C98 14.7 4.15 41.2 11.8
19.6 11.6 18.1 9.3

c919

Trofozoitos y PMN's (1:200) se pusieron ern contacto
durante 3 h. a 37°C. Posteriormente se midid el
porcentaje de amibas y PMN's vivos y muertos median-

te la técnica de exclusidn de azul de tripano.
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Actividad de lectina. Para determinar si existe

relacifn entre la virulencia y la actividad de los ex-
tractos amibianos para aglutinar células de la lfnea
CHO (actividad de lectina) como reportaron Ravdin v col
(1985) se midié la actividad de lectina de las mutantes
C93, Co19 ¥ L-6. En la Tabla XII se nuestra que la acti-

vidad de lectina de la mutante C es mucho menor que

919
la de la cepa HML1:IMSS. Sin embargo, la diferencia
existente entre la actividad de lectina de la cepa con-

trol v de las clonas C v L-6 no parece suficiente pa-

93
ra explicar la gran diferencia existente entre estas

amibas en su grado de virulencia.

Por otra parte, el hecho de que la clona Cy1g (adh™)
tenga una actividad de lectina baja podria explicar la
deficiencia de esta clona para adherir tanto eritroci-

tos como cflulas de la lfnea CHO,



84

TABLA XII

ACTIVIDAD DE LECTINA DE MUTANTES VIR™

CLONA ACTIVIDAD DE LECTINA
HM1:IMSS 68.18°
L-6 43.2
50.9
€93
c 5 ¥
919 22,33

Varias diluciones de sonicados de las diferentes clonas
se pusieron en contacto con células de la lfnea CHO nre-
viamente fijadas con glutaraldehido v se incubaron du-
rante 1 h a 4°C en agitacifn. Posteriormente se midié
el grado de aglutinacifén. La actividad se determin6 a
partir de la minima concentracifn de oroteina gue pro-
dujo aglutinacifin y el grado de aglutinacibn se dividid

entre la cantidad de proteina presente.



DISCUSION

La virulencia de L. histolvtica es un proceso com-
plejo en el cual se han involucrade varias nroniedades y
actividades kiolSaicas. La estratedia utilizada en el
presente trabajo para el estudio A4z la virulencia de este
parisito fue el aislamiento de mutantes con deficiencias
en fendfmenos involucrados en la adresividad amibiana.
Para realizar este trabajo se nartié de trofozoftos que
contenian el marcador genético de resi-tencia a emetina,
un inhibidor de la sintesis de proteinas. Como el feno-
tipo de resistencia a alcuna drooa puede ser debida a
alteraciones en la mermbrana plasmitica y dado que la mem-
brana parece tener un papel muy importante en la viru-
lencia amibhiana se determiné$ de unz nanera sencilla el
vosikble nivel de alteracifn gue presentaban los trofo-
zoitos Erta. Para esto se realizaron pruebas de resis-
teacia cruzada a colchicina v rediante esta técnica se
identificaron 2 tinos de rutartes, por un lado, las mu-
tantes gue también fueron resistentes a colchicina, vpor

lo Jue parece ser gue presentar alteraciones a nivel de

membrana gue cambian su peéerreacilidad disminuvende o
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impidiendo el paso Je las droges al interior de la cé-
lula v nor lo takito esta alteracibn le da el fenotino

R R
de Emt v Cel . El otre arure de mutantes fue sensible
a colchicina, lo gue sugiere gue estas rutanfes nresen-
tan alteraciones a nivel de la maquiraria de sintesis
de proteiras ccmo las que han sido Adescritas pava célu-
las de mamifero de la linea CHO resistentes a emetina,
en donde se encontr® gue alteraciones en la subunidad ri-
bosomal 405 son las responsables del fenotino Emtv

(Gupta ¥ Siminovitch, 1977).

Una clona representativa e cada orupo rde mutantes
se tond para realizar pruebas de fanocitosis, adhesibn v
virulencia. Ta clona C2 [ErtR, ColR} fue deficiente en
adherir eritrocitos, lo jue confirm» gque esta mutante
presenta alterzcicnes en la rmerbrara plasmitica. La ve-
locifad de eritrofacocitosis v la virulencia de esta
clona disrinuyeron en correlacifin con su deficiencia en
adhesibn, lo que suadiere una corrvelacifn directa entre

los fenérenos de adhesi6fn, facocitesis v virulencia.

La clona Cq Emtn, Colq presertd eritrefanccitosis,
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adhesifin a eritrocitos ¥ virulencia sirilar & la de 1la
clona silvestre, nor lo cyve la finica diferencia encop-
traja entre las clonas & v C,; es la resistencia a eme-

tina. Asf, se elimif a2 la clona €, como clorna silvestre

para aislar las nutantes deficientes en fasndcitosis.

Al tratar de obtener mutantes Fan~ a partir de la
clona Cg sin mutagenizar no se legrd obtener ninguna mu-
tante desnués de utilizar 108 trofozoitos., [nste resul-

tado sugiere gue la clona C, estd compuasta de una po-

9
blacifn altamente homoaénea 2 diferencia de las cenas
Gue normalmente se usan en la investirmacifn sobre I.
histolytica donde las poblaciones cue las forman son muy
heteroqgéneas (Orozco v col, 1985). Cuando la clora c9
se mutageniz® con LCME, se locraron ochtener 11 suhrobla-
ciones sobrevivientes al tratariento de seleccifn. 10
de é&stas mostraron ser diferentes en facociteosis. Asi,
el método de seleccifn mostrd ura buenz eficiencia. Ta
subpoblacién Fza’ sobreviviente al trataziento de se-
leccién crobablemente tenga alteraciones en el mecanis-
mo de incorporacién de pirimidinas, por ejemplo, en la

enzira timidina kinasa, vor lo fue a pesar de incerir



riuchas bacterias, la DUAP acarreada por éstas no se in-

corpord en el aerora amibiaro.

Las 10 subpoblaciones Fag sohrevivientes al ori-
mer trataniento de seleccibén se sometiernn a un seanndo
tratamiento ¥ todas las subpoblaciones se looraron re-
cuperar en un tiempo nenor al gue se necesit6 para re-
cuperarlas desmués del prirer tratamiento, lo cual pro-
bablemente se debif & gue la mayor parte de los trofo-
zoitos utilizados para el secundo tratariento eran Aefi-

cientes en faaocitosis.

Las subpobhlaciones sobrevivientes a los 2 pasos
de seleccibn se clonaron en aagar senisflido con el fin
de obtener roblaciones horogéneas. 7 de estas subnobla-
ciones nmastraron ura eficiencia de feormacién de colonias
en ausencia de emetira =zirilar a l& cue oresenta la
clona Cg‘ lo que suagiere ~ue rn existe relacifn entre
la capacidad de crecer en anar semisflidn v 1 wvirnlen-
cia como posturlaron otros investigadores (Cillin y

Diamond, 1978). Por otra parte se encontraron 3 mutan-

tes gue mostraron ser deficientes en su canacidad de
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crecer en anar semisblido (M7 ), estas mutantes tal vez
tendan una a2lteracidn semejante a la ~ue nresenta la
clona L-€, Fag—, vir , Ag-, aislada por Crozco v col
(1982). €in embarqgo, alrunas de las subpoblaciones
nostraron deficiencia en formar colonias en presencia
de emetina, aunque en ausencia de &sta mostraron una
buena eficiencia. Aunque no tenemos una exclicacidn
clara para &sto, es probable que el IZMS hava causado
cierto grado de reversibfn, va que, tal vez, cormo en
otras células eucaribticas, la resiste-cia a emetina
sea un carfcter recesivo, o9or lo que mndificaciones
causadas por el nutdgeno sobre uno de los alelos res-
ponsables de dar el fenotipo de resistencia a emetina,

daria como resultado un fenotipo de sensibilidad a la

droga.

De cada una de las subnoblaciones clonadas se
tom5 una colonia de las gue creciercn en presencia de
enmetina y se crecieran en medio 1fguido en presencia de
12 ya/ml de la droga v todas presentaron una velocidad

de crecimiento normal.



Al medir el arade de eritrofacocitosis de las
clonas aisladas se encontrd que todas fueron Faa-, 9
de ellas mostraron su'deficiencia cdesde los 5 min de
interaccidén con los eritrocitos, solamente 15 clona C919
mostrH una fagocitosis similar a la gue presenta la clo-
na silvestre a &ste tiempo, sin embarnqo, conforme avan-
za el tiempo de interaccifin ¢on los eritrocitos se hace

nds evidente la deficiencia de esta clona mara incerir

eritrocitos.

LCl proceso de facocitosis es un fenbreno comnlejo
en el que narticipan varios eventos. Fl prirern de és-
tos es la adhesifn @ la célula que se va a famocitar.
Asi, la deficiencia en facocitosis raostrada nor las mu-
tantes aisladas pudo haber sidc debida a cdeficiencia en
la adhesidén a la cé&lula blanca. Para probar esto, se
hicieron cruebas de adhesibn a eritrocitos y se encon-
tré gue la mayoria de las mutantes presentaban upa adhe-
sidn semejarte a la que presertd la clona silvestre, por
lo que la deficiencia en estas mutantes se presenta du-
rante el proceso de ingestifn. Sin embarao, 3 de las
fueron deficientes

mutantes, las clonas Cq c W

g’ 919 ¥ Co23¢



en adherir eritrocitos, 2 de 2llas, las clanas C98 v

C923, nostraron ser deficientes desde tiempos tempranes
por lo que podrfa sugerir gque en estas mutantes estin
alteradas o ausentes las moléculas especializadas para
la adhesibn a eritrocitos. Estas mismas cldnas fueron
deficientes rara formar colonias en aaar semisflido.
Sin embargo, no sabemos si las dos deficiencias, adhe-
sién y crecimiento en acar, sean debidas a una sola
nmutacifn pleitrbvica o bien a que tenagan nis de un aen
alterado, tampoco sabemos si estas dn: mutantes estén
alteradas en los mismos loci. La clona Cglq mostré a
los 5 min una eficiencia de adhesibn similar a la de

la clona silvestre, pero conforme avanzd el tiempo la
deficiencia se hizo md8s aparente. ZIste comportamiento
tal vez sea debido a la presencia de un nfimero baio de
mol&culas receptoras, por lo gue &stos se saturan ri-
pidamente. Por otra parte, el comportamiento similar
en adhesifn y facocitosis que presenta la clona 0919
confirma la relacidn existente enfre estos dos eventos,
va que para la ingestifén de eritrocitos se necesita

una previa adhesifn de &stos a la membrana plasmitica

amibhiana.
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La frecuencia de aparicifin de mutantes Faa (5 ¥
10_7) v de mutantes 2dh” (1.5X 10—?] cae rdentro de los
valores reportados para otros marcadores amibianos
(Drozeco v col, 1985) y en otros sistemas eucériﬁticns
(Gupta v E€ininovitch, 1276). Ademis como no se »dudie-
ron aislar sin la avuda de un mutdaeno, pensamos Jue
las clonas aisladas en el presente trabajo sen verda-
deras mutantes v no variedades re E. histolvtica como

puede penserse de las clonas Faa aisladas anteriormen-

te (Orozco, 1983; Sufrez, 19R3).

Posteriormente se midid el gracdo de virulencia da
las mutantes Fag aisladas en el oresente trabajo v se
encontrd que todas las mutantes fueron deficientes bpara
producir abscesos hepiticos en hérnsters jfvenes. Asi
se confirma nuevamente la relacibn que existe entre la

fagocitosis v la adhesiéin con la virulencia amibiana.

A cada una de las mutantes se le caracterizd en
algupas proniedades & las que se les ha correlacionrado
con la virulencia de las cemas anibianas. Coro primer

paso se caracterizd la carscidad de los extractos
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amibianos para producir dafio sohre células eniteliales
en cultivo v se encontrf gue 7 de las mutantes nresen-
taron una "actividad de toxina" idéntica a la de la
cleona Cg. Este dato indica que no hay una correlacifén
directa entre la "actividad de toxina" v la virulencia
de E. histolvtica. §&in embarao, no descartamos la posi=
bilidad de que en la agresividad amibiana narticipen
ciertas toxinas o actividades enzimaticas, va nue los
extractos de 2 de las mutantes presentaron una "activi-
dad cde toxina" menor a la que mostré® l. clona silvestre,
como estas mutantes fuercn aisladas comn deficientes en

faqocitosis, al encontrar clonas Adeficientes en la "

ac-
tividad de toxina" (Tox ) gse suciere cue esta actividad

sea necesaria durante el nroceso de fagocitosis.

También se midié la capacidad de los trofozoitns
de las clonas mutantes para oroducir Adano sobre monoca-
pas de células eniteliales en cultivo. 8é encontrd que
todas las mutantes Fac , Vir~ tuvieron un efecto cito-
ptico menor al que mostr6 la clona C,. Por lo tanto
se confirmé la correlacién existente entre el efecto ci-

topdtico sobre células en cultiveo y la virulencia
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amibiana ccmo han -~ostulacdo otros investigadores
(Mattern y col, 1978; Orozco v col, 1978; Ravdin y col,
1980). La agresividad de L. histolytica sobre las mo-
nocapas en cultivo parece ser ur pProcesc en él que in-
terviene la fagocitosis (Orozco v col, 1980, 1982;

Ravdin v col, 1980) vor lo yue este ensayo se nodria

utilizar para efectuar pruekas de virulencia in vitro.

De acuerdo a las ceracteristicas antes menciona-
das de cada una cde las clonas zisladas, se pueden for-
mar 3 arunos diferentes de mutantes (Tahla XIII) las
cuales presentan 3 ceracteristicas en cormir: deficien-
cia en fagocitosis, deficiencia de destruir células en
cultivo v deficiencia en virulencia. Por lo tanto se
le puede asignar un papel escencial a la fagocitosis
para exaresar la aoresividad de este pardsito. Debido
a la importancia de la facocitosis en la virulencia
amibiana, consideramos a este fenémeno come un factor

primario de virulencia.

Los 3 arupos entes rencionados nresentan diferen-

cias con respecto a su adhesifn y 2 su "actividad de
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AGRUPACION DE LAS MUTANTLS DE ACUERDO A SUE FENOTIPOS

CLONAS

c
9

Cog’ C919* C923

Cg3* Coq- C915

c . C o

913" T916" 917’ 9216

Fag
Fag
Fag

Fag

FENOTIPOER

+ + -
Adh Tox Ctp

- + -
Adh Tox Cto

Adh+ Tox Ctp-

+
Adh Tox Ctp

Vir
Vir
Vir

Vir

Con las mutantes aisladas se lograron formar 3 grunos di-

ferentes de acuerdo a los fenotipos mostrados mara fago-

citosis, adhesifin a bacterias,

efecto citopdtico y virulencia.

"actividad de toxina",
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toxina", dado gue estos fenfrenos parecen ser importantes
para la exnresifn de la virulencis aribiana, pero por si
mismos no son causantes de la agresividad de este par§si-

to, se denomireron factores secundarios de wirulencia.

Por otra varte, comno la mavoriz de las rutantes
Faq fueron eficientes mara formar colonias en agar semi-
s6lido, pensamos que esta proniedad no correlaciona con
la virulencia como se habia sucerido por otros autores
(Gillin y Diamond, 1978). Ademés Orozco v col (1983)
aislaron clonas :evertantés en virulencia a nartir de la
clona L-6 (Fac , Vir , Aad ) que recuveraron su actividad
fagocitica pero no la capacidad de crecer en acar. Por
lo tanto consideramos jue la canacidad para crecer en
agar semisdlido no tiene nincuna relacifin con la viru-

lencia.

Algunas de las mutantes deficientes en virulencia
se caracterizaron en otras propiedades como son la in-
teraccidn con células de la lirea CHN, adhesibn a célu=-
las CHO v actividad de lectina inhikible por M-acetil-

D-galactosamina.
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De la interaccidn con células de la linea CHO se
encontrd gque las mutantes prcobadas [Cg3 v qu?l tenian
un efecto intermedio sobre la muerte v fagocitosis de
las cé&lulas Cli0 con respecto a la cewa H['1:I¥88 v a la
clona IL-6 lo ague coincide con el aradeo de eritrofacoci-
tosis que presentan los trofezoitos de cada cena o clo-
na. Este resultade también suciere la imrortancia oue
tiene la faoocitosis en la aaresividad amihiana, va que
mutantes deficientes en fazqocitosis tizpen disminuida
su eficiencia para agredir células de la linea CHC.
Asi, las mutantes Vir~ aisladas en el presente trabajo
mostraron ser menos agresivas en otro tipo de sistema
utilizadeo para medir la virulencia ip vitro, por lo rue
esta técnica v la de medir el efecto citonitico sobre
ronocapas celulares en cultivo pueden ser utilizadas

vara deterninar rapidamente la virulencia de E. histo-

lvtica.

Con respecto a las pruehas de adhesidn a células
de la linea CHO se encontrd que las mutantes orobadas,
C93, C919 v T,-6, presentaron ur mencr porgentaje de
trofozoitos forrando rosetas con respecto a las cue



formaron los trofozoftos de la cepa HM1:IMSS lo que pa-
rece indicar una deficiencia en adhesidén de las clonas
probadas. Sin embargo: las clonas C93 y L-6 son tan
eficientes como la cepa HM1:IMSS para adherif eritroci-
tos. Estos resultados sugieren la existencia de més de
un tipo de receptor en la superficie amibiana responsa-
bles de efectuar la union de los trofozoitos a las

células blanco.

En la interacci®n con las mutantes Vir con poli-
morfonucleares humanos (PMN's) se encontrf que los tro-
fozoitos de estas mutantes eran mAs rapidamente destrui-
dos por los PMN's que los trofozoftos de la cepa HM1:IMSS.

Sin embargo, los PMNi's fueron afectads por los trofo-
zoftos de la cepa HM1:IMSS y de las clonas Cy3 ¥ Cgy9
de manera similar. Estos resultados sugieren que los
PMN's juegan un papel importante en la defensa del orga-
nismo durante la infeccidn de E. histolvtica y que la
relacidn huésped-parésito es mas compleja en comparacidn

con los ensayos realizados in vitro.

En los ensayos de actividad de lectina se observs



que la clona Cq19 tenfa una actividad de lectina muy
baja comparado con la actividad que presentf la cepa
HM1:IMSS. Esta escaza actividad de lectina que presenté
la clona Cqy9+ parece indicar la falta de un receptor
inhibible por N-acetil-D-galactosamina es la causa de
la deficiencia de esta clona para adherir tanto eritro-
citos como células de la linea CHO. Las clonas Cg3 ¥
1-6, Vir , presentaron una actividad de lectina ligera-
mente menor a la que presenté la cepa HM1:IMSS. Sin
embargo, esta deficiencia parece poca para explicar la
diferencia en virulencia que existe entre la cepa HMIIMSS
y estas clonas. Este resultado sugiere gue no existe
una relacidn directa entre la actividad de lectina v

la virulencia amibiana como habfan postulado otros au-

tores (Ravdin v col, 1985).

Por otra parte, la actividad de lectina parece
participar en laadhesidn de los trofozoitos a eritroci-
tos, pues sblo las mutantes que adhieren eficientemente
eritrocitos tuvieron una eficiente actividad de lectina
(clonas 893 vy L-6). Asf, la actividad de lectina, igual

que la adhesidn son eventos necesarios para que se ex-
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prese la virulencia de E. histolytica pero por si mismas

no son suficientes para la expresidn de la agresividad.
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CONCLURIONLS

A partir de los resultados chtenidrs en este tra-

hajo se concluve rue:

; 0 =
1) Las wmutantes de E. histelytica Cmt’ presentaron 2
grupos con diferentes altevaciones resnonsables del

fenotivo:
a) Alteraciones a nivel de la membrana plasmitica.

h) Alteracicnzs a nivel de la rajuinaria de sin-

tesis de oroteiras.

2) La nmerbrana plasmdtica de la amiba juega un papel im-
portante en la virulencia, ya gque mutantes con alte-
raciones a nivel d2 la membrana mostraron ser defi-

cientes en adhesidn, fagocitosis y virulencia.

3) La clona C9 es una noblacidén altamente homoaénea ya

que sblec con la avuda de un mutdceno se nudieron



4)

5)

6)

7)

8)
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aislar las mutantes Fag .

Como la mayorfa de las mutantes Vir son eficientes para
crecer en agar senmisblido, parece no existir relacién

entre esta propiedad y la virulencia amibiana.

La fagocitosis es un factor de virulencia primario,
pues todas las mutantes Fag fueron deficientes en viru-

lencia.

La adhesidn y la "actividad de toxina" son factores de
virulencia secundarios, ya que su expresidn parece ser
necesaria para que se exprese la virulencia, pero por
si mismas no son responsables de la agresividad del

pardsito.

El efecto citopédtico sobre monocapas celulares en cul-
tivo y los ensavos de interaccifn con células de la
lfnea CHO pueden ser utilizados como modelos para

medir la virulencia in vitro.

Los polimorfonucleares parecen tener un papel muy
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imnortante en el oroanismo Adurante la infeccifn de =.

histolwvtica.

9) Se sugiere la existencis de mis Jde un tipo de recep-
tor en la superficis amibiana gue medien-la adhesibn
a las cé&lulas blanco, pues existen clonas gque adhie-
ren eficlentemente eritrocitos pero no células de la

linea CHO.

10) La actividad de lectira inhibible nor }-acetil-D-aa-
lactosamina, como es una redida indirecta de adbesidén,
es necesaria pero no suficiente wara oue se exvrese

la virulencia amihbians.
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APENDICE

MEDIO 56/2

(MEDIO MINIMO PARA CRECIMIENTO DE BACTERIAS)

KH2PO4 13.6 g =
NH o] 2

( 4}25 iy 0g

Mgso  * 0 0.2

g 4 7H2 g

CaC12 0.01 g

FeSO4 7H20 0.0005 g

pH 7.4 en 1000 ml de agua destilada.

MEDIQ DE MANTENIMIENTO

(PARA AMIBAS)

Tris HCL 6.056 g
KCL 0.890 g
Mgclz'snzo 1.626 g
NacCl 1.462 g
cacl, 0.22 g
Acido ascérbico 1.76 g
Cisteina 0.78 g

pH 7 en 1000 ml de agua bidestilada.



Biosate
Dextrosa
NaCl
KH_PO
2 4
Cisteina
K_HPO
2 4
Citrato férrico

Acido ascSrbico

MEDIO

TYL=5-33

30.0 g
10.0 g
2.0 g
0.6 g
1.0 g
1.0 g
0.0236 g

0.2 g

pH 6.8 en 820 ml de agua bidestilada.

Dextrosa
Citrato de sodio
Acido citrico

NacCl

SOLUCION DE ALSEVER

20.5 g
8.0 g
0.55 g

4.2 g

pH 6.1 en 1000 ml de agua bidestilada.



SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

NaCl B.0 g
KC1 0.2 g
Na2HP04 115 g
KH, PO, 0.2 g

pH 7.3 en 1000 ml de agua destilada.
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