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RESUMEN

Las fosfolipasas son enzimas ubicuas, que pertenecen al grupo de las acil hidrolasas y son
conocidas con el nombre genérico de eslerasas. Se dividen en Ay, Ao, B, C, D, de acuerdo al enlace

que rompen dentro de la estructura de un fosfolipido.

Hace algunos afios se enconlré que los extractos tolales del género Entamoeba tienen actividad
hemolitica y citolitica -sobre eritrocitos de varias especies de mamifero y las células CHO
respectivamente-. La mayor parte de ambos efectos residen en una fraccién vesicular llamada P30,
que consiste por observaciones en base a microscopia electrénica de vesiculas selladas,
posiblemente de las membranas plasmaticas y digeslivas propias de las amibas. Se ha propuesto
que una o varias fosfolipasas del lipo A estan relacionadas con estas actividades patogénicas de
Entamoeba histolytica y que esta(s) podria(n) ser un posible factor de virulencia del parasito.

En esle trabajo nos propusimos explorar con mayor profundidad el efecto de dos inhibidores
especificos de fosfolipasas sobre la accion litica de la fraccion subcelular P30 y sus fosfolipasas
sobre eritrocitos humanos y células de la linea CHO, asi como la caracterizacion y purificacion
parcial de las foslolipasas presentes en la fraccién P30.

Cuando analizamos la importancia relativa de la actividad fosfolipasica en el efecto hemolitico de
la fraccion subcelular P30 encontramos, con el inhibidor de Rosenthal, una disminucién fuerte de la
liberacién de hemoglobina cuando usamos eritrocitos humanos. Por estos resultados, desarrollamos
una nueva columna de afinidad, usando el IR como ligando; encontramos que es muy Util para la
purificacion a homogeneidad de las fosfolipasas A de venenos de animales y de E. histolytica.
Estos resultados estan formalizados en el articulo "A NEW AFFINITY ADSORBENT FOR THE
PURIFICATION OF PHOSPHOLIPASES Ay AND Ao FROM ANIMAL VENOMS, por VARGAS-

VILLARREAL, J.; MARTIN-POLO, J.J.; REYNAUD, E. Y ALAGON-CANO, A; TOXICON (1991) Vol. 29:
pp 119-124, Esle articulo forma parle de la presente tesis y se adiciona una copia del mismo.

Por otro lado implementamos una técnica que permite deslipidizar a la fraccion P30, donde
enconlramos que con éler etilico pudimos recuperar un 90 % de la actividad fosfolipasica inicial. Una
vez deslipidizada la fraccién P30, solubilizamos las fosfolipasas amibianas, usando dos estrategias:
a) alta fuerza ionica KCi 1 M y b) con la combinacion de KCl 1 M y Tritén X-100 0.5 %; observamos
que la actividad fosfolipasica con 1M KCl y Tritdon X-100 se recupera en forma soluble el 26 y 27 %
respectivamente, y un 85 % con la combinacién de ambos tralamientos. |

Mas tarde, previo a la alinidad,desamollamos un método para separar las distintas fosfolipasas
solubilizadas de la fraccion P30; esle fué el cromatoenfoque en columna, que separa a las proleinas
de acuerdo a su punto isoeléctrico. Decidimos comenzar con la preparacién obtenida mediante el
uso de KCl 1 M, ya que ésta tiene actividad fosfolipasica y no presenta los problemas inherentes a
las muestras con detergentes. Esta preparacion mostrd la actividad de tres fosfolipasas diferentes, la
fraccion I, recuperada de la columna del cromatoenfoque fué la Unica que se eluyé dentro del
gradiente de pH (entre 8.0 y 7.3) y representé el 38 % de la actividad fosfolipasica total.
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Cuando pasamos Ia fraccion If por una columna de alinidad con |R-sefarosa 4B, la actividad
fosfolipasica se separd en tres componentes. La fraccién 11.2 se retuvo en l1a columna y se eluyd con
EDTA 50 mM, Esta fraccién presenté las siguientes caracteristicas: a) actividad fosfolipasica del tipo
Ao, b) estd compuesta por solo un componente proteico, con un peso molecular de 15,000 Daltons,
c) presenta un pH éptimo de 8.0, d) presenta un punto isoeléctrico de 7.0, e) es dependiente de
calcio, f) presenta accion litica directa muy importante sobre eritrocitos humanos y células nucleadas
de la linea CHO y g) la accién lilica es inhibible con el inhibidor de Rosenthal (IR} y sélo con altas
concentraciones de seroalbumina bovina.

Con la intencion de fraccionar y caracterizar al mayor nimero posible de fosfolipasas amibianas,
aparte de la foslolipasa A, ya descrita, decidimos emplear la fraccion mas rica en actividad

fosfolipasica solubilizada en presencia tanto de KCl 1 M y 0.5 % de Tritéon X-100. Esta fraccion fué
cromatografiada en la columna de cromatoenfoque; encontramos cuando menos 8 picos con
actividad fosfolipasica del tipo A (A4 y/o Ao), pero sélo 6 de ellas se separaron en forma aceptable
dentro del gradiente de pH. Estas fracciones presentan las siguientes caracteristicas: a) Tanto la
fraccion que no se pega al cromaloenfoque (i), como la que se eluye con alta fuerza ionica (Vi)
(NaCl), dada su complejidad se guardaron a -70 °C, para su posterior caracterizacion; b) la fraccion |i
se eluye entre un pH de 8.2 y 8.1, presenta actividad fosfolipasica del tipo A (A4 y Ap), ¥ depende de
calcio; ¢) Ia 1l eluye a pH de 8.0 y 7.3 (que se asemeja a la fraccién Il obtenida con KCI 1M}, presenta
solo actividad del tipo Ao, es dependiente de calcio y se puede resolver en dos actividades
fosfolipdsicas por la columna de IR sefarosa 4B; d) la cuarla, quinta, sexta y séptima se eluyen en un
pH entre 7.2-6.4, 6.4-5.5, 5.5-4.8 y de 4.8-4.0, respectivamente. Las fracciones V, VI y VIl presentan
actividad de tipo A (A4 y Ao} y la fraccion IV sdlo del tipo Ao. Sélo las fracciones V y VIl son inhibidas

sus actividades con la presencia de EDTA y sélo las fracciones IV, V y VI pueden aun resolverse en
dos componentes con aclividad fosfolipasica en la columna de alinidad (IR).

También nos interesé conocer si algunas de las fosfolipasas solubilizadas de la fraccion P30 son
resistentes a la protedlisis enddégena amibiana. Por ello, en otra serie de experimentos solubilizamos
a la fraccion P30 en la ausencia del inhibidor reversible de tiol-proteasas el p-cloromercuribenzoato
de sodio, y observamos que la fraccion obtenida con KCI 1 My 0.5 % de Tritén X-100 y pasada por la
columna de cromatoenfoque presenta 4 picos separadas en el gradiente de pH y con actividad
fosfolipasica; las fracciones corresponden a las Ill, IV, V y VI, obtenidas en presencia del inhibidor.
Estos resultados indican que algunas de las fosfolipasas de los trofozoitos de E. histolytica son
resistentes a la degradacién por las proteasas que normalmente contienen estas células; la
fosfolipasa 1.2 fué una de ellas.

Como objetivo siguiente nos proponemos obtener informacién de la secuencia peptidica de la
fosfolipasa 11.2 a fin de poder aislar su gen y caracterizario, asi como conocer Is distribucién
subcelular de la enzima y definir su contribucién, si es que la tiene, en los mecanismos moleculares
citotéxicos de los trofozoitos de E. histolytica.

xiil



SUMMARY

Phospholipases are hydrolytic enzymes and based on their posilional specificity they are
classified in four groups (A1, A2, B, C and D). Phospholipases occur ubiquitously in nature.

It has been shown that whole homogenates from Entamoeba histolytica trophozoites have
strong hemolylic and cytolytic activities. Most of the lylic activily resides in the subcellular fraction
denominated P30. In the olher hand, it has been proposed that at least one phospholipase A may
be involved in the pathogenic mechanisms of this protozoa.

In the present thesis we analyzed the effect of two specific inhibitors of phospholipases A on the
lytic activity of the subcelular fraction P30 and its phospholipases upon red blood cells and CHO
cells, Also we purified and characterized some phosphotipases from the fraction P30.

We found that the hemolytic effect of the P30 [raction was strongly inhibited by Rosenthal's
inhibitor. Therefore, we prepared a new affinity adsorbent with coupled Rl as the ligand. The resin
was suitable for the purification of a number of phospholipases A from animal venoms and from E.
histolytica, see "A NEW AFFINITY ADSORBENT FOR THE PURIFICATION OF PHOSPHOLIPASES
A4 AND A, FROM ANIMAL VENOMS (1991) VARGAS-VILLARREAL, J.; MARTIN-POLO, J.J.;

REYNAUD, E. and ALAGON-CANO, A; TOXICON, Vol. 29: pp 119-124.

Phospholipases were solubilized from deslipidized P30 fraction by two procedures: high sait
concentration (1 M KCI) and a combination high salt and 0.5% Triton X-100. The recovery, in terms
of enzyme aclivity, was 26 and 85 %, respectively.

A pure phospholipase A (il.2) was isolated from the sample obtained with high KCI through
chromatofocusing and affinity chromatography (38% yield). The phospholipase 11.2 has the following
properties: a) it is an Ao-type enzyme, b) it is a single protein with an apparent M.W. of 15,000
daltons, c) its highest enzymatic activity is at pH 8.0, d) it has an isoelectric point of 7.0, e) its activity

is Cat+-dependent, f) it displays a very strong direct Iytic activity upon red blood cells and
nucieated cells of the CHO line, and g) its lytic activity is inhibited by RI at micromolar concentrations
and by BSA, but only at very high concentralions.

The fraction obtained with the combination of high KCL and detergent was aiso subjected to
chromatofocusing. Six phospholipase A activities were separated within the pH gradient and
characterized in terms of their specificity, their sensitivity to Rl, EDTA and endogenous proteolytic
activity, and their behavior in the affinity column.,
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I. INTRODUCCION

Las {osfolipasas son enzimas ubicuas (1), que pertenecen al grupo de las hidrolasas y son
conocidas con el nombre genérico de esterasas (2,3), ya que actian sobre los enlaces éster de los
fosfolipidos (2,3).

Clasificacidn

Las fosfolipasas mas comunes se dividen en: Ay, Ap, B, C y D, de acuerdo con la posicion del ester

que hidrolizan preferentemente (Figura 1) (1,2,3). Esta forma de clasificar a estas enzimas es la
aceptada por la Comisién de Enzimologia de la Unién Internacional de Bioquimica (cf. ref. 4):

FOSFOLIPASA A,

Hp CO—3-C—R,
O -
FOSFOLIPASA B
HCO——C—R
t 2
O |
5 FOSFOLIPASA A,
|
Hp CO——P X
O
FOSFOLIPASA C FOSFOLIPASA D
Figura 1. Clasificacién de las fosfatidil-acil-hidrolasas, de

acuerdo con la posicién en la molécula del éster que hidrolizan,

i) Las de lipo Aq definidas como EC 3.1.1.32; son aquélias enzimas que hidrolizan la posicién sn-1-

fosfoglicérido, liberando, el acido graso de la posicion 1 y un monoacil-2-glicerofosfatido, en forma
equimolar (1,2,3,4). Estas enzimas se han encontrado en células procaridticas y eucaridticas. En
general, son independientes de calcio y requieren un pH 4&cido ¢ ligeramente neutro para su
funcionamiento (1,3,4).

i) Las de lipo A, definidas como EC 3.1.1.4; son enzimas lipoliticas que hidrolizan el acilo de la
posicion 2 de un fosfoglicérido, produciendo un &cido graso y un monoacil-1-glicero-fosfatido, en forma
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equimolar (1,2,3,4). Se han aislado aproximadamente 50 de estas fosfolipasas. Principalmente de
pancreas de mamiferos, veneno de serpientes, veneno de abeja y diversos microorganismos (1,3,4,5).
En general, estas fosfolipasas se caracterizan por ser lermoestables y por su capacidad para actuar en
disolventes organicos (6,7). Se les ha localizado extracelularmente en forma soluble, asociadas a
membranas plasmaticas o lisosomales, o solubles en lisosomas y citosol (1,3,4,5,8).

iii) Las de {ipp B. Se conocen a este tipo de enzimas como sinénimo de lisofosfolipasas, aunque
algunos aulores las han descrito como aquellas enzimas que, por si solas, pueden catalizar la
completa desacilacion de varios diacilglicero-fosfolipidos (1,2,3,4). Las enzimas de esta variedad
equivalen a una combinacion de dos actividades de fosfolipasas. Por ejemplo, una fosfolipasa A4, 0
una fosfolipasa A, con la combinacién de una lisofosfolipasa. Se les ha encontrado en levaduras (9),

baclerias y hongos (10,11,12). Su pH oplimo es generalmente alcalino.

iv) Las de lipo C, definidas como EC 3.1.4.3; catalizan la desacilacion de diacilglicero-fosfolipidos en
1,2-diacilglicero y fosforilcolina (2,3,4). Son producidas por ciertas baclerias, que las excretan, o estan
asociadas a membrana en células vegelales, algas y levaduras (1,3,4,5,13).

v) Las de fipo D, definidas como EC 3.1.4.4; calalizan la hidrélisis del enlace éster arriba del fosfato,
produciendo una molécula de colina y un 1,2-diacilgliceril-fosfatido (1,2,3,4). Este tipo de enzimas se
han encontrado principalmente en plantas, levaduras y baclerias.

vi) Las lisofosfolipasa definidas como EC 3.1.1.5; catalizan la hidrélisis del acilester de los
fosfolisoderivados completando la desacilacién de los fosfoglicéridos (1,2,3,4). En general, estas
enzimas son utilizadas para realizar el catabolismo de los fosfolipidos en las células. Se les ha descrito
en insectos, plantas y bacterias (1,4,5,14). En general no requieren cofactores metélicos y
generalmente son inhibidas por delergentes (1).

Algunas de las fosfolipasas antes descrilas actian con mayor eficiencia sobre un tipo especifico de
acilfosfétidos (cf.rel. 8,15), p.e., las fosfolipasa Ao de Crotalus adamanteus y de mitocondria de higado

de rata hidrolizan preferentemente fosfatidilcolina (16) y foslalidiletanolamina (17), reSpe;ctivamenle. En
tanto que la de cerebro bovino actua exclusivamente sobre fosfatidilinositol (18). |

Caracleristicas generales de las fosfolipasas del tipo A

A las fosfolipasas A se les conoce desde hace 100 afios (cf. ref. 19), pero fué hasta hace 20 que se
inicié su investigacion por la importancia que tienen en ciertos procesos biolégicos. Se les ha
encontrado tanto dentro como fuera de las células. Forman parle esencial de diversos procesos
fisiologicos como: i) recambio de fosfolipidos en las biomembranas (3,20), ii) digestién en los
fagosomas (1), iii) neurotoxicidad y citotoxicidad en venenos muy activos de hongos, celenterados,
insectos, aracnidos y reptiles (19), iv) en procesos inflamatorios (21) y v) produccién de acidos grasos
libres, a partir de los cuales las ciclooxigenasas sintetizan prostaglandinas y estas dltimas intervienen
en muy diversos mecanismos de regulacién celular (1,3,4).

Existen entre las fosfolipasas, principalmente las del tipo A, numerosas diferencias fisicoquimicas,
tales como punto isoeléctrico, que varia ampliamente (pH 4.0 a 11.0); en estados de agregacion, estas



pueden existir en forma monomerica o dimérica y especificidad por el substrato. En contraste las
fosfolipasas presentan algunas otras caracteristicas comunes o conservadas como: bajo peso
molecular (12,000 a 18,000 en forma monomérica, aunque se han encontrado con mayor peso
molecular (3,4)), contenido de numerosos puentes disulfuro (4,6,22), alto grado de homologia en su

secuencia primaria y en general, dependen de cofactores metdlicos divalentes, principalmente Cat*
(1,3,4,6).

Se ha observado que las foslolipasas del tipo A se localizan principaimente en la membrana
plasmatica y en los lisosomas de todas las células estudiadas hasta ahora. Las fosfolipasas
membranales se hallan fuertemente asociadas a la bicapa lipidica y se inactlivan cuando se les separa
de éstas maltrices con disolventes organicos, pero se mantienen estables e incluso se aclivan en
presencia de detergentes no idnicos (15,16,17), las cuales mimetizan el ambiente hidrofébico original
de estas enzimas. Un gran numero de foslolipasas del tipo A4, A, B y C requieren la presencia de
agenles tensoactivos naturales, como: i) acidos grasos libres, ii) fosfolisoderivados 6 lii) factores liticos
directos (los cuales son péptidos anfipaticos, lineales de 20 a 30 residuos). Estos ullimos
frecuentemente forman parte activa de mecanismos multifactoriales, junto con fosfolipasas Ao solubles,

principalmente en venenos de repliles e insectos (1,3,4,5). Algunas otras fosfolipasas lisosomales se
activan por efecto del colesterol, mediante un mecanismo ain no determinado (23). El pH, la

temperatura de incubacion, el Ca** y Mg** son los factores que mas influyen en la actividad de la
mayorfa de estas enzimas (1,5,8,24).

Métodos de ensayo

Los métodos de ensayo para las fosfolipasas A se fundamentan en la cuantificacion de los &cidos
grasos libres y de los fosfolisoderivados producidos por la hidrolisis de los fosfolipidos
correspondientes. Los métodos que se usan con mayor frecuencia para la cuantificacion de la actividad
fosfolipasica son: a) gl litulometrico, que consiste en la cuantificacion de la cantidad de hidroxido de
sodio necesario para mantener estable el pH de la mezcla de ensayo, la cual es proporcional al
numero de moléculas de acidos grasos liberados y por lo tanto, a la actividad de la enzima (cf.ref. 25);
b) el radigensayq, que se basa en la separacion por cromatografia en placa fina de los productos de
hidrélisis y del substrato no hidrolizado, marcado con radioisétopos en sitios especificos. Después se
cuantifica la radioactividad en las manchas lipldicas correspondientes de los productos de hidrélisis y
estos son proporcionales a la aclividad fosfolipasica expresada como nanomoles de fosfolipido
hidrolizado por minuto (26). El radioensayo permite también clasificar con precisién el tipo de
fosfolipasa en estudio, dependiendo de la localizacion de la marca radiactiva en los fosfolipidos y en
los productos de hidrolisis (26); c) geles de agarosa, con este método se cuantifica la actividad
fosfolipasica midiendo el diametro de los halos claros producidos por la difusion de la fosfolipasa e
hidrélisis de la ovolecitina en un gel de agarosa con yema de huevo., El area de hidrélisis es
directamente proporcional al logaritmo de la concentracién de la enzima (27). Recientemente en
nuestro laboratorio hemos desarrollado una modificacién ha este Gitimo método el cual consiste en la
gelificacion en geles de agarosa con rodamina 6G proporcionando al meétodo una sensibilidad 10
veces mayor que al obtenida por el método original de Shirt (28). Las zonas en el gel donde ocurrié la
hidrdlisis de fosfatidilcolina de huevo pierden la caracteristica de fluorescencia de la rodamina 6G.
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Solubillzacion de proteinas asociadas a membrana

En general las proteinas de la membrana plasmalica se pueden clasificar en dos categorias de
acuerdo con la firmeza de su unién con la bicapa lipidica: 1) proteinas periféricas o de tipo |, las cuales
se hallan débilmente unidas por una regién pequena pero muy hidrofébica a la superficie de la
membrana y pueden separarse facilmente de ella en forma soluble mediante procedimientos de
extraccion suaves (2,29) y 2) protelnas integrales o del tipo Il, en donde una gran porcion de la proteina
esta insertada en la bicapa lipfdica. Las protelnas del tipo |l constituyen el 70% 0 mas de las proteinas
totales de la membrana (2,29) y sélo pueden separarse mediante tratamientos severos (29).

Los procedimientos mas usados para la solubilizacion de las proteinas asociadas a membrana
incluyen el uso de: i) disolventes organicos (29,30), ii) agentes caotropicos (29), iil) alta fuerza ionica
(1,4,29) y Iv) detergentes (8,10,15,29,30,31,32,33,34). Estos dos ullimos son los mas frecuentemente
utilizados ya que el primero permite desprender de las membranas a las proteinas del tipo |, en tanto
que el uso de detergentes es mas para las proteinas integraies ¢ del tipo Il. Uno de los aspectos mas
importantes en la solubilizaciéon de las proleinas del lipo Il asociadas a membranas es el escoger un
detergente adecuado, la eleccién se basa en la habilidad del detergente para mantener una propiedad
especifica - p.e. aclividad enzimatica (1,29,34), estructura (29,31,32,34), etc. -, en general se han
utilizado los delergentes del tipo no idnico ya que estos no desnaturalizan a las proteinas de
membrana, asl como la factibilidad de remover el detergente usando diferentes técnicas
convencionales como son: didlisis, filtracién en gel, gradiente de densidad o intercambio ionico
(8,9,15,31,34).

Purificacion de proteinas asociadas a membrana

La purificaciéon de fosfolipasas A del tipo | {periféricas) pueden extraerse de la bicapa lipidica
utilizando condiciones suaves; aita fuerza iénica o acidificando el medio (1,3,4,29); para después usar
métodos convencionales de purificacién, tratando a las fosfolipasas como enzimas solubles.

(8,14,24,34).

La purificacion de las fosfolipasas del lipo |l {integrales) es mas complicada, ya que la mayor parte
de la proteina se encuentra en el interior de l1a bicapa lipidica y durante su separacion, estas presentan
una fuerte tendencia a formar agregados (32,34); para la solubilizacién de estos agregados se utilizan
preferentemente detergentes (1,3,4,8,15,31,32,33,34). La purificacion puede llevarse acabo utilizando
filtracion en gel, intercambio idnico, cromatografia de alta presion, cromatoenfoque (14,35), y con
mayor frecuencia, comatografia de afinidad (24,36,37), ya que esta Ultima representa una herramienla
muy Util como el método mas rapido, eficiente y especifico de purificacién. Las columnas de ésta clase
de cromatografia se construyen empleando un analogo de fosfatidilcolina como ligando acoplado
covalentemente a sefarosa-4B (37). Esta clase de cromatografia se puede emplear con la condicion de
que durante la separacién de las fosfolipasas del tipo Il se mantenga la presencia del detergente
adecuado para la solubilizacién y evitar la agregacién de las protefnas entre si

(1,3,4,14,15,24,29,31,32).



Importancia de las fosfolipasas en los mecanismos palogénicos

Desde hace algunos afios se ha estudiado intensamente a las fosfolipasas del tipo A de los mas
diversos origenes. Su importancia radica en que sus propiedades hemoliticas y citoliticas permiten
causar dahos tisulares masivos en los organismos atacados. El efecto hemolitico y citolitico de estas
enzimas se debe a su capacidad para desacilar fosfolipidos de la membrana plasmatica y producir
acidos grasos libres y fosfolisoderivados. Ambos productos son lilicos y se acumulan como
consecuencia de una misma reaccion y potencian la actividad hidrolitica de las fosfolipasas. Sin
embargo los efectos biolégicos de los dcidos grasos libres y fosfolisoderivados son muy variados,
dependiendo del origen, localizacion y mecanismos de regulacion de las células blanco y de las
fosfolipasas. Las mas estudiadas hasta ahora son las fosfolipasas de venenos de diversas especies de
repliles, la gran mayoria de estas fosfolipasas son del tipo A». A pesar de su reconocida toxicidad, muy

pocas de estas enzimas actdan por si solas, ya que requieren la presencia de factores anfifilicos, que
generalmente las acompafan. La mayoria de ellas se potencian fuertemente con los &cidos grasos
libres y los foslolisoderivados que se acumulan por efeclo de su propia actlividad (1,3,4,5). Las
fosfolipasas Ap de venenos de repliles e inseclos, las de una gran nimero de microorganismos
patbégenos y las de linfocitos de mamifero son potentes citolisinas (5,15,24,26,37). A muchos de los
parasitos que se caracterizan por destruir tejidos, como las especies patdgenas de Trypanosomas
(38), Acantamoeba (38) y Naegleria (39), se les ha detectado in vilro actividad de fosfolipasa Ap, la
que esta fuertemente implicadas en la lisis celular y por consiguiente se le ha propuesto en el
mecanismo patogénico respectivo.

Antecedentes de la actividad fosfolipasica de E. histolytica

Hace algunos afos se propuso que las fosfolipasas del tipo A son posibles factores patogénicos de
E. histolytica. En modelos in vilro de inleraccion, tanto con trofozoilos enteros como en extraclos
amibianos con células susceptibles de mamifero, la aclividad citolitica amibiana parece deberse a una
fosfolipasa A (40,41,42,43), y a otros factores como el amibaporo (44,45), proteasas (46,47) y un factor
de efecto inmediato dependiente del potencial de oxido reduccién (48). Con respecto a las
fosfolipasas, McCaul y col. (43) observaron con trofozoitos enteros de E. histolytica y células Chang

premarcadas con [°1Cr], que la radioactividad liberada fué disminuida en un 50 % de inhibicién por el
efecto de un inhibidor especifico para fosfolipasas del tipo A, el inhibidor de Rosenthal (IR) (49), a
concentraciones que fueron desde 0 hasta 174 uM.

Sald-Fernandez y Lépez-Revilla describieron y caraclerizaron una actividad hemolitica en extractos
libres de trofozoitlos de E. histolytica (50). Después Prasad y col. confirmaron y ampliaron estas
observaciones (51). Mas tarde se observé que este efecto hemolilico se localiza mayoritariamente en
una fraccién vesicular llamada P30 ya que es una fraccién obtenida a 30,000 X g, donde se ha
observado por microscopia elecirénica que esla fraccion consiste de membranas selladas,
posiblemente de la membrana plasmatica y de las vesiculas amibianas (50). Es mé&xima en presencia
de calcio 1 mM a pH 8.0 y su potencia se incrementa hasta 100 veces después de 36 hrs de incubacion
a 37 °C (50). Este efecto se debe a dos componentes uno lermoestable y otro termolabil (52). El
primero estd constituido por acidos grasos libres y se propuso que el segundo es una proteina con
actividad fosfolipasica del tipo A. De hecho, los acidos grasos pueden ser el producto de la fosfolipasas
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A durante la preincubacién.

Durante mi trabajo de lesis de Maestria encontré que la fraccién P30 proveniente de extraclos de
trofozoitos cultivados axénicamente de E. histolytica (HK9:NIH), tienen dos tipos de actividad
fosfolipdsica, una A4 y una Ao, ademds de una lisofosfolipasa. La actividad se debe al efecto de dos

tipos de fosfolipasas: una cuya actividad maxima se detecta a pH 3.5 y no requiere Cat* y la otra que
si lo requiere y cuya actlividad maxima es a pH 8.0 (53).

Varios de nuestros hallazgos fueron confirmados y publicados por Ravdin y col. (41), utilizando
extractos sonicados de cullivos axenicos de E, histolytica (HM1:IMSS), donde encontraron dos

aclividades de fosfolipasas tipo Ao: una independiente de Ca** a pH &cido y asociada a la fraccion
soluble de dichos extractos y otra altamente asociada a la superficie de la membrana plasmatica de las
amibas, que es dependiente de Ca** y cuyo pH dptimo es alcalino. Dicho grupo propuso a la

fosfolipasa A, dependiente de Ca** como uno de los factores citoliticos implicados en el mecanismo

patogénico de la amibiasis, basandose en los haillazgos de nuestro grupo de trabajo (53) y en los
Suyos.

OBJETIVOS

El objelivo de este trabajo consisti6 en separar las fosfolipasas de la fraccion P30 de E.
histolytica, y purificar la fosfolipasa Ao dependiente de calcio y resistente a prote6lisis endogena y
determinar su participacion en el efecto hemolitico y citolitico de P30,

Secuencia del trabajo experimental

E! presente trabajo se dividié en las siguientes diez fases: 1) determinacién de la importancia
relativa de la actividad fosfolipasica en el efecto hemolitico de la fraccion subcelular P30 (50). Lo cual
implicd, a su vez: a) la delerminacién de la liberacién basal de hemoglobina por ia presencia del
inhibidor de Rosenthal; b) 1a determinacién de la actividad hemolitica de la fraccién P30, en cuanto al
tiempo de incubacion y su dosis y ¢) la inhibicion del efecto hemolitico de la fracciéon P30, por la
presencia del inhibidor de Rosenthal. 2) construccion de una nueva columna de afinidad para aisiar
fosfolipasas del tipo A, con el inhibidor de Rosenthal como figando. 3) la implementacion de una
técnica que permite deslipidizar a la fraccion P30, con la minima pérdida de actividad fosfolipasica.
4) el ensayo y seleccién de diversos detergentes para solubilizar a las fosfolipasas de P30. 5) la
extraccion de una fosfolipasa con la presencia de KCI 1.0 M. 6) disefio e implementacién de la
estrategia de purificacion de las fosfolipasas amibianas, lo cual implico: a) el uso de una columna de
cromatoenfoque como precolumna de separacion y b) el uso de la columna de afinidad IR. 7)
caracterizacion fisicoquimica de la fosfolipasa extraida con KCI 1.0 M y purificada en la columna de
afinidad, lo cual implicé; a) la determinacién del peso molecular y pureza por radioyodacion, b) la
obtencién del punto isoeléctrico de la fosfolipasa, c¢) el lipo de fosfolipasa presente, d) dependencia de
calcio y pH 6ptimo y e) la determinacién de la actividad hemolitica y citolitica de esta enzima per se.
8) determinacién de la inhibicién del IR y la seroalbumina bovina sobre el efecto hemolitico de la
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fosfolipasica 11.2 obtenida con la columna de afinidad. 9) extraccidon de las fosfolipasas amibianas
solubles en KCI-Triton X-100 y sus analisis con respecto a: a) la purificacion y clasificacion de estas
fosfolipasas eluidas en la precolumna de cromatoenioque, b) la determinacién del lipo de fosfolipasa y
el efecto de calcio y EDTA sobre las fosfolipasas separadas y c¢) la purificacion de éstas en la columna
de afinidad-IR y 10) determinacién de las fosfolipasas A resistentes a protedlisis endégena.

Contribucion y perspectivas del presenie trabajo

Consideramos que las principales conlribuciones de este trabajo a los campos de la amibiasis
experimental y a la de bioquimica de proteinas son las siguientes: i) la confirmacion de la participacion
de las fosfolipasas de P30 como agentes hemoliticos; ii) el desarrollo de una columna de afinidad para
la purificacion de las fosfolipasas del tipo A utilizando como ligando el IR inmobilizado en sefarosa 4-B;
li) la purificacioén y caracterizacion de una fosfolipasa del tipo Ao que es extraida con alta fuerza ionica

de la fraccién P30 deslipidizada. Esta actividad fosfolipasica de tipo Ap presenta un pH bésico,

depende de Ca**, tiene un peso molecular de 15,000 Daltons.y su actividad fosfolipasica fué
resistente a las proteasas amibianas, asi como su actividad hemolitica y citolitica; y Iv) el aislamiento
de la actividad fosfolipasica parcial de seis fosfolipasas de Entamoeba histolytica.

Las perspectivas de este lrabajo consisten en delerminar la topografia de las fosfolipasas en la
amiba y analizar la contribucion relativa de la fosfolipasa del tipo Ao, en ia virulencia de E. histolytica.
Posteriormente se podria intentar el aislamiento de las otras cinco fosfolipasas que logramos purificar
parcialmente en este trabajo, tanto para caracterizarlas como para analizar su importancia en la
biologia del agente casual de la amibiasis. -
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. MATERIALES Y METODOS
1. Origen de los reactivos,

Todos los compusestos usados en este trabajo fueron grado reaclivo y sus origenes fueron los siguientes: de Pierce and
Warriner Chem. Co. octilglucésido y 1,3,4,6-tetracloro-3, 6 -difenilglicoluril (lodogén); de Biochemicals, ICN,, Clv, Ohio., acido
p-cloro-mercuribenzoato sal sddica; de Calbiochem, S.A., inhibidor de Rosenthal (IR) (dimetil-di-2,3-distearoiipropil-2'-
hidroxietil acetalo de amonio); de Sigma Chemical Company., L.-2-3-Dihexadecil-glicero-1-fosforilcolina; de Amersham Inc, Co,,
L-1-lisopalmitoil-L-1-[palmitoil-1- 14 C}-festatidilcolina ({14 CJLFC), L-1-dipalmitoil-{2-palmitoli-1-14C] fostatidilcolina [14 CJFC(1);
de New England Nuclear., L-1-dipalmitoil-[2-palmitoil-1-14 C}-ostatidilcolina [ 14 CJFC(2), [5-*H}-UTP; de ICN Radiochemicals. Na
1251 gn NaOH (5.2 mCi/ml); de Pharmacia Fine Chemicals, Seladex G 100, resina PBE 94, poliamortiguador 9-6,
poliamorliguador 6-4, sefarosa-4B activida con CNBr.

2. Materlal blolégico,

2.A. Capa HKI:NIH de Entamoeba histolytica (Diamond, 1968).

Proviene del cepario del Dr. Salvador Sald Fernandez, de la Divisién de Biologla Celular de la Unidad de Investigaciones
Biomédicas del Noreste, 1.M.S.S. En nuestro laboratorio se ha cullivado por 5 afios en medio PEHPS (54).

2.B. Linea celular CHO.

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (auxdlrofas de prolina), nos fué donada del laboratorio del Dr. Salvador
Sald Fernandez de la Divisién de Biologfa Celular de la Unidad de Investigaciones Biomédicas del Noreste, .M.S.S. Esta cepa
proviene de la clona (BC1), obtenida por Herminia Marnnez Rodriguez, a partir de la cepa CCL61 de la American Type Cuilture
Collection, (Maryland EUA). La cepa original fué aislada por Puck y col, en 1958 (55). Es muy sensible a la actividad citolitica de |
exiractos amibianos (42,43,48,56), | -

3. Preparacion de sueros,

3.A. Svere boving y svero fetal bovino estéril

Descongelamos los suero en bafo de agua a 37 °C y los descomplementamos a 56 °GC por 30 minutos, agitandolos
suavemente cada § minutos, Translerimos asépticamente 10 ml de cada uno de los sueros a tubos estériles de borosilicato con
tapdn de rosca y los incubamos a 37°C por 5 dias para comprobar su esterilidad y los almacenamos a -20 °C.

4. Preparacién de los medios de cultivo.
4.A. Medio basal (PEHP) (54).

Peptona de caseina 5 g; D-glucosa 3 g; L-cistelna 0.5 g; 4cido ascérbico 0.1 g; NaCl 0.2 g; KoHPO4 0.3 g; KHoPO4 0.5 g;
extracto de higado y pancreas 125 ml,

Mezclamos y disolvimos los componentes en 500 ml de agua bidestilada estéril. Ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 10 N y
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colocamos 10 ml de medio en tubos para cullive con tapdn de rosca, 6 bien 750 ml en botslias de borosilicato con tapén de

rosca. Esterilizamos el medio en autoclave por 15 minutos, con los tapones flojos, los que apretamos después estando los
recipientes todavia calientes. Almacenamos el medio a temperatura ambients.

4.B. Medio completo (PEHPS) (54).
Afladimos asépticamente 9 % de suero bovino al medic basal PEHPS, inmediatamente antes de sembrar los trolozolios.

4.C. Preparacion del medio esencial minimo de Eagle (MEM).

L.a composicion del MEM cortresponde a la dascrita originalmente por Eagle (1959) a excepcion de: a) cloruro de calcio que
fué reducido a la mitad, b) de la D-glucosa, cuya concentracién {fué equivalente al doble de la original y ¢) cloruro de fierro, que
se eliminé del medio.

4.0. Madio completo (MEM).
Afiadimos asépticamante 7 % de suero fetal bovino al medio basal MEM inmediatamente antes de sembrar las células ,
5. Composiclén y preparacléon de las soluclones.

Por comodidad preparamos soluciones concaniradas, indicadas con un nimero seguide de una X, que representan su
concentracién respecto a la solucién da trabajo (6 solucién 1 X).

5.A. Tris-HCl 10 X,
Tris-HC1 3.9 g.

Disolvimos el componente en 15 mi de agua bidestilada estéril, ajustamos e! pH a 8.0 con NaOH 10 N. Aforamos a 25 ml
con agua bidestilada y almacenamos a -70 °C, dividida en porciones de 1 ml.

5.B. Iris-HCI1 X.

Preparamos la solucion (1 X) diluyendo 1 mi de la solucién 10 X con 8.0 mide agua bidestilada estéril y la almacenamos en
allcuotas de 1 ml a -70 °C.,

5.C. Solucion amerliguadora de {osfatos (PBS).
NaCl 6.5 g; Ko,HPO,4 2.8 g; KHoPO4 0.5 .

Disolvimos los componentes en 100 ml de agua bidestilada estéril ajustamos el pH a 7.5 con NaOH 1N, esterilizamos la
solucién en autoclave y la almacenamos a 4 °C, dividida en porciones de 10 mi. |

5.D. Solucidn de Hanks (SOB} 10 X.

CaCl, 0.175 g; Glucosa 1.0 g; NaCl 7.2 g; KCI 0.4 g; MgSQO,4 0.2 g; Trizma base 0,12 g,
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Mezclamos y disolvimos todos los componentes con agua bideslilada estéril ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 10 N,
Aloramos la solucién a 100 mly la distribuimos en volimenes de 10 ml en tubos o botellas de borosilicale con tapdn de rosca,
esterilizamos por filtracién y la almacenamos a -20 °C.

5.E. Sojucion SSB 1 X.
Preparames la solucién de trabajo diluyendo 10 ml de la solucién 10 X con 90 ml| de agua bidestilada estéril. Nos

cercloramos con un osmémelro que |la osmolaridad final fuera de 290 mOsm/Kg. La esterilizamos por filtracién y la usamos
inmediatamente o la almacenamos a -20 °C, en alicuotas de 10 ml.

5.F. Solucion de CaCl, 10 X.
CaCl; 36.8 mg.

Disolvimos el componente en 25 ml de agua bidestilada y la almacenamos en alicuotas de 1 ml a -70 °C,

5.G. Tuitén X-100 10 X.
Tritén X-100 1 ml.

Disolvimos el componente en 25 ml de agua bidestilada y la almacenamos en alicuotas de 1 mla -70 °C.

5.H. Solucion de cloroformo-metanol (2:1).

Cloroformo 300 ml, metanol 150 ml. Mezclamos los componentes y los almacenamos a temperatura ambiente, en frascos
de tapén de rosca.

5.1. Solycion de Alsever (10 X).
| Citratd trisédico 5.37 g; acido cltrico-H,0 1.87 g; glucosa 5.36 g; NaCl 5.27 g.

Mezclamos y disolvimos los componentes can agua bideslllada, aloramos la solucién a 100 mly ia esterilizamos por
filtracién, a través de un filtro de 25 mm de didmetro, con poros de 0.22 um (Millipore), y llenamos los tubos para cuitivo con
10 ml de esta solucidn. Tapamos bien los tubos y los almacenamos a -20 °C. |

5.J. Solucién de Alsever (1 X).

Preparamos la solucidén de trabajo descongelando el contenido de un tubo de solucién 10 X y lo diluimos con 90 mi de
agua bidestilada estéril. Usamos inmediatamente esta solucién isoldnica (290 mOsm/kg).

5.K. Mezcla de ensayo para la aclividad foslolipasica 2 X (26, 53).

Mezclamos los siguientes componentes: 200 i de Tris-HCI (10 X); 200 pl de CaCl, (10 X); 200 pl de Tritén X-100 (10 X); 2
pl de fostatidilcolina de yema de huevo (1 mg/10 ml); 200 i de fosfatidilcolina marcada con radiactividad en diferentes partes de
la molécula. Después se aford a 1 mi con agua bidestllada y se sonicéd (sonicador Soniprep 150 MSE) a 40 Walts por 60 seg.
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Usamos inmediatamente la mezcla de ensayo 6 la almacenamos a -70 °C.

ayo (26, 53).

Mezclamos 18 mg de un digerido de fosfolipidos (3 mg de ovolecitina + 300 mU de losfolipasa A, de veneno de abeja
incubadas por 30 min a 37 °C; ajustamos la concentracién de los productos de hidrdlisis y del substrato no hidrolizado a
10 mg/mi (por peso seco) con 1 mg de losfatidilcolina de yema de huevo y 1 mg de lisofosfatidilcolina (Sigma). Evaporamos a
sequedad con una corriente de nitrégeno y redisolvimos el material seco en 1 ml de TCA en butanel al 5 %, lo almacenamos en
alicuotas de 1 ml a -20 °C,

5.M. Marcaje con lodogén.

Disolvimos 1 mg de iodogén en 25 mi de cloroformo, tomamos 25 pl de esta solucién y los evaporamos con Ny a
temperatura ambiente en tubos de polipropilenc de 12 X 75 mm y los usamos inmediatamente o los guardamos a 4 °C por no
mas de 6 meses.

5.N. Tripsina al 0,25 %.

Disolvimos 10 ml de tripsina al 2.5 %, en un vaso de precipitado con 0.6 mi de rojo de fenol ai 1 % y 85 ml de SSB. Le
ajustamos el pH a 7.4-7.5 y la aforamos a 100 ml con SSB. Enseguida esterilizamos la solucién por fillracién y la almacenamos a
-20 °C en porciones de § ml, Incubamos un tubo de cada ote por tres dias a 37 °C para cerciorarnos de su esterilidad.

5.0. Sal tetrasédica de uriding (5'-3-PO 4 uridina; [PH}-UTP).
[BH}-UTP (1 pCiml).

Tomamos en condiciones asépticas 10 i de [SH)-UTP (2.61 Cifmole) con una jeringa de tuberculina. Dapositamos la
solucién en tubos estériles para cultivo, de polipropileno (Falcon). Mezclamos ésta con 9,90 mi de MEM y almacenamos la
solucién a -20 °C,

6. Tratamlento del material para cultivo.

El tratamiento del material y los métodos de cultivo, de resiembra y de cosecha en tubos de 16 X 125 mm fueron los
descritos por Lopez Revilla y Rodriguez Baez (57).

El medio PEHPS y las técnicas de cultivo amibiano en suspensién fueron los desarrollados por el grupo del Dr. Salvador ,
Sald Fernandez, en la Divisién de Biologfa Celular, UNIBIN-1.M.S.S (54).

6.A. Lavado y esterilizacién.

E! lavado de tubos, botellas y frascos para cultivo en suspensién comprendié los siguientes pasos: 1) enjuague por lo
menos 12 hrs en hipoclorito de sodio dilufdo al 1 % en agua de la llave; 2) tallado con escobillén; 3) cualro enjuagues con agua
de la llave; 4) enjuague por 12 hrs en 4cido clorhidrico al 1 %; 5) siete enjuagues con agua de la llave; 6) ires enjuagues con
agua destilada y 7) secado a temperatura ambiente con el material celocado boca abajo en canaslillas metalicas y horneadas a
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200 °C por 3 hrs.

Las pipslas seroldgicas (Bellco Glass Inc. N.Y. USA) y las pipelas Pasteur se lavaron mediante; 1) remojo en Extran al 1 %
en pipeleros de polipropileno {Nalgene Labware Division, N.Y. USA) por 12 hrs; 2) enjuague en un silén (Nalgens) para lavar
pipetas por lo menos 2 hrs; 3) remojo en mezcla crémica por lo menos 12 hrs; 4) enjuague en sitén por 1 hr y 5) dos enjuagues
por inmersién en pipeleros con agua destilada. Las pipetas se esterilizaron envueltas en papel aluminio en una autoclave por
15 min a 15 Ib de presién y secadas a 100 °C,

Los tapones de tubos y batellas se remojaron en Extran al 1 % por 12 hrs, y después se lavaron como los tubos y botsllas.
Los bulbos para pipetas seroldgicas cortas y para pipetas Pasteur se esterilizaron en autoclave y se guardaron en {rascos de
vidrio de boca ancha y tapdn de rosca.

7. Tratamlento del material para cromalografia.

7.A. Lavado y secado.

El lavado del material de vidrio para cromatografia comprendio los siguientes pasos: 1) enjuague con jabén comercial en
polvo; 2) tallado con escobillon; 3) cuatro enjuagues con agua de la llave; 4) tres enjuagues con agua destilada; 5) secado a
temperatura ambienie, 6) enjuague por 12 hrs con mezcla cromica; 7) siele enjuagues con agua de la llave; 8) tres enjuagues
con agua destilada; 8) tres enjuagues con cloroformo-metanol (2:1); 10) secado a un horno a 80 °C por 3 hrs; y 11) los bulbos
y tapones se dejaron secar a temperatura ambiente y se almacenaron en recipientes libres de lipidos y herméticamente
cerrados.

8. Cultivos amiblanos axénlcos.

8.A. Basiambra y cosecha.

Incubamos la cepa HK9:NIH de Entamoeba histolytica a 37 °C en una incubadora (National Weinicke Co. modelo 6200
USA). Antes de cada resiembra observamos los cultivos al microscopio invertido (Americal Optical, modelo 1820) para
comprobar el buen aspecto morfolégico y la movilidad de las amibas. Colocamos el mejor tubo de cultivo de cada cepa en agua-
hielo par 10 min, determinamos la concentraciéon amibiana, con un hemacitémetro e inoculamos 1 X 103 trofozoltos por ml a
cada uno de otros tres tubos con medio PEHPS fresco. Conservamos los cullivos de la penullima resiembra hasta comprobar el
crecimiento de las amibas y la ausencia de contaminacién en los cullivos recién sembrados. |

8.8. Qullivos masivos.

Obtuvimos los cultivos masivas de E. histolytica utilizando {rascos para cultivo en suspénsién ("spinners”) de 500 mly
1.5 litros de capacidad. Inoculamos 3 X 10% amibas por ml de medio PEPHS y 35 ml 6 70 m! de suero bovino
descomplementado, adicionado con la mezcla vitaminica 107. Los incubamos por 2 dfas a 36 °C, manteniendo los cultivos
eslaticos para después pasar a incubarlos en agitacién con un agitador magnético, para mantener en suspension los
trofozoltos durante 3-4 dlas. |

Cosechamos las amibas tanto de los {ubos o frascos en suspensién mediante enfriamiento de los cullivos en agua-hielo
por 10 min, lo centritugamos a 600 X g en una cenlrifuga Beckman, modelo TJ-6, por 15 min, a 4 °C y las lavamos dos veces
con dos volimenes de SSB 6 Tris-HCL.
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La Figura 2 corresponde a una curva tipica de crecimiento de la cepa HK9:NIH de E. histolytica.

La funcién que encontramos en la fase exponencial de crecimiento de la cepa HK9 correspondié a la siguiente ecuacion:

NUmero de amibas / ml = 9003739 {dfas de incubacic’m) + 7.2838

Correlacion con la recla 12 = 0.9937; P< 0.001

A pantir de ésla ecuacidn determinamos un liempo de duplicacién de 18.5 hrs y definimos tanto el indculo como los dias de
cullivo nacaesarios para obtener cultivos creciendo an la fase exponencial y en buenas condiciones fisioldgicas.

1000000 ' T T T T T I T

100000

AMIBAS/mI

10000

DIAS DE INCUBACION A 37 °C

Figurxra 2., Relacién temporal del crecimiento de la cepa HKY9. Inoculamos por
triplicado 1,000 amibas por mililitro en tubos con 5 ml de PEHPS-1, Después de diferentes
tiempos de incubacidn a 37 °C determinamos la densidad de los cultivos con un hemacitémetro.

Cada punto corresponde a tres determinaciones independientes. El coeficiente de correlacién

con la rescta (ré)=0.9927; P<0.001
9. Cultlvo de células de la linea CHO.

La resiembra, mantenimiento y manejo radioactivo de eslas células tué el descrito por Javier Vargas y col. (56). El célculo
de la citdlisis porcentual causada por un agente citolitico dado presupone la aplicacion de la siguiente ecuacion:

LE-LE i
LM -LE

%C=
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Donde el % C corresponde al porcentaje de cildlisis; LE a la liberacion basal, delectada en cultivos tesligos no tratados;
LM a la liberacién maxima, equivalente a la captacion total de [3H}-UTP, determinada después de lisar los cultivos celularas con
Tritdn X-100 al 0.5 % en SSB; y linalmente LEX a la liberacidn exparimental producida por el efecto de las cilolisinas sobre las
células premarcadas. En cada experimento de cildlisis nos cercioramos que la liberacién basal no excediera del 30 % de la
radiactividad incorporada para que la ecuacion fuera aplicada,

10. Obtenclién de los extractos totales de trofozoitos y de la fraccién subcetular P30,

En la Figura 3, esquemalizamos el método de sedimentacion Iraccionada que ulilizamos para obtener los extractos
amibianos, de acuerdo con el método descrito por Sald-Fernandez y Lopez-Revilla (50), con la adicion de un inhibidor de tiol-
prateasas de efaclo reversible como es el p-cloromercuribenzoato sédico excepto cuando se indique lo contrario.

10.A. Exlraclos totales.

Resuspendimos los trofozoltos lavadoes con dos volumenes de SSB adicionado con 0.1 mM del inhibidar de proteasas,
agitandolos suavemente con una pipeta Pasteur y los homogenizamos con 100 golpes de un homogenizador tipo Elvehjem-
Potter de borosilicalo, con émbolo de teflén (Belico, Glass Inc., N.Y, USA), con un clearance de 0.1 a 0.15 mm y aclivado con un
motor eléctrico a 1,000 rpm. Después de este tratamienio no observamos trofozoitos enteros bajo el microscopio.

10.B. Oblencién de P30.

Cenlrifugamos el extracto total a 135 X g por 16 min y obtuvimos un sedimento, la fraccién nuclear (N) y el sobrenadante
correspondiente, que centrifugamos a 30,000 X g por 30 min y el saedimento corresponds a la fraccion P30 (50), la cual
resuspendimos con un volumen de SSB para ensayos de hemalisis y Tris-HCI para radioensayos, adicionados con 0.1 mM del
inhibidor de proteasas, o sin él (sélo cuando asi se indique). Durante éste proceso, manipulamos todas las musastras a 4 °C.

AMIBAS LAVADAS
EN TRIS-HCL

Homogenizacion

EXTRACTO TOTAL (ET)

Cenirifugocion por 15 minulos o

135 xg
P . |
SEDMENTO 1 SOBRENADANTE |
(N. FRACCION
NUCLEAR . .
DESECHADO) Centrtfugacadn por
15 minutos a
30,000 xg
| -
EDIMENTO 2 SOBRENADANTE 2
(P30, FRACCION {DESECHADO)
| VESICULAR)

FIGURA 3, Obtenciétn de las fracciones subcelulares amibianas
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11. Cuantificacion de proleinas.

Determinamos la concentracién de protainas en muestras bioldgicas particuladas mediante el método de Lowry y col (58),
y las concentraciones de las {fracciones cromatogréficas fueron determinadas espectrofolométricamente, suponiendo que 1
Aogg = 1 mg/ml en celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria éptica.

12. Coleccion y almacenamlento de eriirocitos humanos.

12.A. Coleccion de sangre.

Colectamos la sangre humana por puncién intravenosa (con agujas calibre 20) y la diluimos con un volumen igual de
solucién de Alsever. inmediatamente después del sangrado, obluvimos los eritrocitos con tres lavados de la sangre por
centrifugacién (15 min a 3,000 rpm y 4 °C); los dos primeros lavados se hicieron con PBS y el tercero con SSB, Después de
cada centrifugacién eliminamos par aspiracién el sobrenadante y el sedimento blanco (leucocitos), depositados sobre la pastilla
de eritrocitos. Dividimos los paquetes celulares en alicuotas de 1 mly los almacenamos a 4 °C hasta una semana (50).

13. Determlinacién de la actividad hemolitica.

Determinamos la actividad hemolitica mediante la liberacién porcentual de hemoglobina. En tubos de polipropileno
(Eppendorf de 1.5 mi) con 25 pl de eritrocitos humanos al 1 %, ajustamos los volimaenes de las mezclas de ensayo a 50 pl con
SSB (control negativo), veneno de C. basiliscus o la fraccién P30 y las incubamos a 37 °C en un baifio de agua por tiempos
variables. Al cabo de los cuales ahadimos 1 m! de PBS, centriflugamos los tubos por 9 min, a 600 X g, en una centrifuga
Beckman, modelo TJ-6 y medimos la absorvancia de los sobrenadantes a 415 nm (50).

13.A Micrométodo.

Determinamos la actividad hemolltica de la {osfolipasa 1.2 ¢ la fosfolipasa purificada de C. basiliscus mediante la liberacién
porcentual de hemoglobina. En tubos eppendorf de 0.5 mi con 5 pl de eritrocilos humanos al 5 %, ajustamos los volimenes de
las mezclas de ensayo a 10 i con la fosfolipasa I1.2, fosfolipasa de C. basiliscus 6 con SSB y las incubamos a 37 °C an un baio
de agua por tismpos variables, afadimos 0.5 ml de PBS y procedimos a Iratar las muestras como se indica arriba.

14. Cuantificacién de la liberaclén basal de hemoglobina por la presencla del Inhibidor de
Rosenthal.

Determinamos la liberacién basal de hemoglobina a tiempos variables entre 0 y 16 hrs de incubacién 6 a 7 hrs de
Incubacién con SSB o con concentraciones crecientes del IR a 37 °C. Terminado el tiempo de incubacién procedimos de la
misma manera antes descrita para su cuantificacién (ver seccidn 8 y 8.A).

15. Determinaclén de la actividad hemolltica del veneno de C. basiliscus de la fracclon
subcelular P30 y de la fosfollpasa 1.2 de la fraccion 1.2,

Determinamos la actividad hemolitica tanto del veneno de C. basiliscus asi como de la fraccién subcelular P30 (fraccién
con mayor actividad hemolitica (84 %) y de la fosfolipasa I1.2 (con actividad fostolipasica del tipo A, amibiana), mediante la

liberacién porcentual de hemoglobina.
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La absorbancia de los lisados de eritrocitos humanos es méxima a 415 nm. Calculamos la liberacién porcentual de
hemoglobina del veneno total de C. basiliscus (preincubado con 50 jg de fosfatidilcolina por 10 min), de la fraccién P30, o de
la toslolipasa 11.2 (micrométodo), dividiendo el promedio de las absorbancias a 415 nm, contra la liberaclén maxima de
hemoglobina (obtenida po r choque hipoténico de los eritrocitos con agua destilada) utilizada en las muestras multiplicado por
100.

Graficamos el porcentaje de hemoglobina liberada contra la concentracién del veneno o de los extractos y obtuvimos
curvas sigmoides en cuyas regiones lineales delerminamos por interpolacion la dosis hemolitica media (DHg).

16. Andllsls de la actividad hemolitica de la fracclén P30, C. baslliscus y de la fosfolipasa II.2,
sometidas al IR 6 a seroalbumina bovlina.

Cuantificamos la actividad hemolitica de la fraccién P30, y la fosfolipasa pura de C, basiliscus y de la foslolipasa I1.2, {con
actividad foslolipasica del tipo Ap) mediante la preincubacién de estas fracciones con diferentes concentraciones del IR 6 de
seroalbumina bovina deslipidizada con cloroformo, La cuantificacién de las actividades hemoliticas se realizaron como se
describe anteriormente.

17. Método para determinar la actlvidad fosfolipdsica.

Determinamos la actividad foslolipasica de tipo A, A4 y/o A,, basandonos en el método descrito por Opperdoes y col. (26),
con las siguientes modilicaciones: determinamos los productos de hidrélisis (4cidos grasos liberados (AGL) y/é
lisofos{atidilcolina (LFC)) de los sigulentes substratos; L-1,2-dipalmitoil-[2-palmitoil-14C]fosfalidilcolina ([14C]FC(2)) para
determinar fosfolipasas del tipo A, y L-1-dipalmitoil-[palmitoil-1-'4 C]-fostatidilcolina ([14 CJFC(1)) para fosfolipasas del tipo A{ y/o
A,. Esle Ultimo substrato esla marcado en el carbén 1 de écido palmitico esteriticado en la posicion 2 del glicerol, considerando

que s la radioactividad se localizaba en las manchas cromalografica correspondiente a ['4C)LFC, pero no en la de |*4CJAGL, la
enzima serla del lipo A4. En el caso conlrario estas corresponderia a una fosfolipasa del tipo A,. Los lipidos marcados fueron
diluidos con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a una concentracion especifica de 1800 pCi/mole y solubilizadas en
presencia de 0.4 % de Tritdn X-100. Estas mezclas fueron diluidas 1:1 con las muestras de ensayo (veneno total de Crotalus
basiliscus, P30 ¢ Iracciones cromatograficas). El ensayo final (0.02 ml) conliene: 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 0.138 mM de
FC, 0.2 % de Tritén X-100 y la muestra. Después de tiempos variables de incubacidn 6 concentraciones diferentes de
protelnas (segun el ensayo), la reaccion fué parada con 25 ul de una mezcla de FC {0.75 mg/ml), AGL (1 mg/ml) y LFC (1 mg/ml)
en TCA-butanol (§ %), agitamos los tubos en un vérex. Delerminamos la radioactividad presente en las manchas
correspondientes a FC, LFC y AGL, separadas mediante cromatogralia en placa fina (59). Aplicamos 25 jl de cada muestra en
placas cromatogralicas de silica gel {(Whatman de borosilicalo, 10X10X1 cm), con una mezcla de disolventes para lipidos
polares {(cloroformo-metanol-acido acético-agua, 170:40:16:8). Después colocamos las placas en una cadmara saturada con
vapor de yodo, con lo cual las manchas lipidicas se revelaron como puntos amarillos o calés sobre el fondo blanco (59).
Finalmente mezclamos cada mancha lipldica con 5 iml| de mezcla para cenlelleo liquido (2-5 difeniloxazole PPO, 6 % en
tolueno)} en viales de borosilicato de 20 ml de capacidad. Hicimos la cuantificacién en un espectrofotdmetro de centelleo
liquido {Beckman Instrument inc. modelo LS 9,800 Irvine, California. EUA) a una eficiencia del 88 %.

18. Determinaclén de actlvidad de lisofosfollpasa.

Determinamos la actividad de lisofosfolipasa de las fracciones cromalograficas en mezclas de ensayo que contenfan
["4C]LFC como substrato. Las condiciones de incubacién y analisis fueron las mismas que las que utilizamos para determinar la
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actividad foslolipasica (ver inciso 12).

19. Deslipldizacion y solubijlizacién de la fraccléon P30.

19.A. Deslipidizacion.

En tubos Eppendorf de 1,5 ml colocamos 120 ! de P30 (525 ng de protelna total) en cada lubo, y 1 ml de cada uno de los
siguientes disolventes: a) acetona, b) cloroformo, c) etanol, d) tolueno, e) dioxano, ) tetracloruro de carbono y g) éter stilico.
Agitamos cada una de las muastras en un vértex, por 5 min y las centrifugamos a 30,000 X g por 5 min a 4 °C, en una
microcentrifuga (Beckman, modelo 5414). Con ello las mezclas se separaron en una fase acuosa y una fase organica; sélo en
las muestras con éler aparecié una interfase rica en proteinas, Los sobrenadantes de cada muestra los secamos con N, y tanto
eslos como los sedimentos y la interfase protéica los ajustamos a un volumen de 35 yl con SSB adicionado con 0.1 mM del
inhibidor de tiol-proteasas, excepto cuando se indique lo contrario, Después determinamos su aclividad fosfolipasica,
utilizando como substrato [‘4C]FC(2). como se describe en los inciso 12.

aclividad {

Utilizamos la interfase protéica de las muestras de P30 tratadas con éter, afadimos a cada tubo 100 pl de cada uno de los
siguientes detergenies a una conceniracién de 0.5 %: a) deoxicolato, b) dodecil-sullato de sodio, ¢) lisofosfatidilcolina, d) NP-
40, @) CHAPS, f) Tritdn X-100, o g) KCI 1 M, Cada tubo lo agitamos en un vértex por 5 min y los dejamos reposar por 30 min a
4 °C, Centrifugamos los tubos a 30,000 X g por 5 min y obtuvimos un sobrenadante y un precipitado, A los cuales se les
determiné su actividad fosfolipasica, utilizando como substrato [ 14 CJFC(2), como se describe en fos inciso 12.

19.C. Solubilizacion de la intedase proteica con KGl vy delergentes.

Para exiraer la mayor actividad fostolipasica posible de los extractos deslipidizados de P30, Elegimos el éter stilico para
oblenerlos, después afiadimos 100 pl de una mezcia de KCI 1 M con deoxicolato 0.5 %, NP-40 0.5 % y Tritén X-100 al 0.5%.
Las muestras se homogenizaron con 50 golpes de un homogenizador del tipo Elvehjem-Potter, activado con la mano, se
agitaron con un vériex por 5 min y se dejaron reposar por 30 min, a 4 °C. Al término de este tiempo se centrifugaron a 30,000 X
g por 5 min. Se obluvo una fraccién soluble y una inscluble, Duranle todo el proceso de extraccién manipulamos las muestras a
4 °C, Cuantiticamos la actividad loslolipasica ulilizando [ CJFC(2) como substrato, como se describe en sl inciso 12,

20, Cromatoenfoque,

Para separar las diferentes proteinas contenidas en los extracto solubles de KC! 6 KCl-detergentes (entre 14y 18 mg de
prolefnas totales), utilizamos una columna de borosilicato de 7.0 X 0.9 cm, donde colocamos 5.4 ml de resina PBE 94, la cual
se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante (Pharmacia Fine Chamicals). Lavamos la columna y la equilibramos con
25 mM de Tris-HC! pH 9.4, Tritén X-100 al 0.05 % y 0.1 mM de! inhibidor de tiol-proteasas, excepto cuando se indique lo
contrario. Las soluciones amortiguadoras de pH, utilizadas para la elucidn de las proteinas se prepararon de la siguiente
manera: a) amortiguador A, mezclamos y disolvimos 7 m! del poliamortiguador 9-6 con 60 m! de agua bidestilada, 35 pl de Tritén
X-100 y 0.1 mM del inhibidor p-cloromercuribenzoato sal sédica (eslos dos Ultimos estuvieron presentes 6 ausentes, segun el
caso); ajustamos e} pH a 7.0 y aloramos la solucién a 70 mi; b} amortiguador B, mezclamos y disolvimos 10 ml de
poliamortiguador 7-4 con 60 ml de agua bidestilada, 40 pl de Tritén X-100 y 0.1 mM del inhibidor de tiol-proteasas (estos dos
Ultimos esluvieron presenias ¢ ausenles, segun el caso); ajustamos el pH a 4.0 y aloramos la solucién a 80 m!l con agua
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bideslilada y ¢) amortiguador C, disolvimos 1.46 g de NaCl en 50 m| de agua bidestilada y 25 pl de Tritdn X-100 (6 sin el segtn
el caso).

21, Preparacién de la columna de afinldad (60).

Lavamos 2.5 g de sefarosa 4B, activada con bromuro de cianégeno, con 200 mi de NaHCO4 0.1 M, pH 9.0. Mezclamos la
resina con 15 ml del mismo amortiguador y &cido 6-aminohexandico 1 mM y se agilé suavementas por 24 hrs a temperatura
ambiente. Después, lavamos la resina con 100 ml de NaHCO4 pH 9.0, 100 ml de agua bidestilada y 200 ml de dioxano.
Enseguida mezclamos la carboxihexil-selarosa 4-B con 10 ml de una mezcla de dioxano/cloroformo (1:1 v/v), la cual contenla
1,3 diciclohexil-carbodiimida {1 mmol), inhibidor de Rosenthal (0.4 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (1 mmol), agitamos
suavemente por 24 hrs a temperatura ambiente. Lavamos la resina antes de empacarla en la columna eluyendo sucesivamente
con: a) 100 ml de dioxano/cloroformo (1:1 v/v), b} 100 ml de clorolormo, c) 100 m! de 2-propanol, d} 100 ml de dioxano, y
@) 200 ml de agua bidestilada. Almacenamos la resina en agua-metanol al 30 % hasta su uso,

22, Cuantificacién de la actividad fosfolipdsica de P30 y de las {racclones separadas mediante
cromatografica de electroenfoque

A tiempos variables de incubacién a 37 °C, determinamos la radiactividad en el material eluido del polvo raspado de las
cromatoplacas. Dichas manchas correspondian a los productos de hidrélisis (*4CILFC, [‘4C]AGL y R} y del substrato no
hidrolizado [’_'4C]FC( 1),(2) 6 {"* CJLFC, después de parar la reaccién . Los demds detalles se dan en el inciso 12, -

23. Determinaclién de la actividad foslolipasica de la fraccién 1.2 en mezclas de ensayo con
pH varlables, Calcio o EDTA.

Para la actividad enzimética de las distintas {racciones a varios pHs, se emplearon 10 pl de cada una de ellas y [‘4 CJFC(2)
como substrato. Los pHs 2,4 y 6 se ajustaron con &cido acético y 8-10 con Tris-HCI 2 M. La cancentracion de NaCl de todas las
mezclas de reaccién se ajusté a 200 mM,

23.B. Delerminacion de la dependencia de Ca** de las actividades fosfolipdsicas.

Incubamos por 2.5 hrs las mezclas de ensayo adicionadas con ['4CJFC(2) y 10 pl de las fracciones cromatograficas
obtenidas durante isoelectroanfoque y 2 mM de CaCly, |

23.C. Determinacién del efecto de EDTA sobre las actividades fosfolipasicas.

Afadimos a las mezclas de ensayo ['4C]FC(2) y 10 pl de las {racciones cromalogréficas oblenidas durante el
isoelectroenfoque y EDTA 2 mM y las incubamos bajo las mismas condiciones que las usadas para analizar el efecto de calcio,

En todos los anélisis paramos la reaccién, separamos los lipidos y analizamos los productos de hidélisis como explicamos
en el inciso 12.
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24, Radioyodaclion de la fosfolipasa 1.2,

A lubos con iodogén les agregamos 10 ul de SSB (con 0.1% de SDS) y 200 pCi de [‘25l] Nal {2 ul, 100 uCi/uly y 10 pli
(10 ug) de fosfolipasa 1.2 solubilizada con KC! 1 M y purificada por la columna de afinidad-IR. Utilizamos también BSA como
control. La reaccidn la incubamos por 10 min a temperatura ambiente. Daspués de este tiempo paramos la reaccién con 100 pl
de SSB (con 0.1% de SDS) y 40 pl de seroalbumina bovina (BSA) (1 mg/ ml). Los 162 ul fueron pasados por una columna de 1
mi de filtracién en gel G-25 para eliminar el yodo libre; utilizamos SSB con 0.1% de SDS como eluente. Determinamos Ia
radioactividad de las muestras con un contador de radiacién gamma, Modelo 5500 (Beckman). Tomamos de cada preparacién
una allcuota de las fosfolipasas o de BSA con 130, 000 cpm. Las proteinas yodinadas se sometieron a un andlisis de
electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS ¢ SDS-B-mercaptoetanol, después lavamos los geles, con las siguientes
solucionaes. a) metanol:dcido acélico:agua 50:12:38 (v/v) y b) etanol;&cido acético:agua 10:5:85 (vAv) por un tiempo de 20y 10
min raspectivamenta. Después de los lavados, colocamos en un cartucho de revelado los geles y una pelicula sensible y la
dejamos toda la noche a -70 °C, Al término de esle tiempa revelamos las placas de rayos X con revelador Kodak RP X-Omat, por
2 min, agua por 1 min y lijador Koedak RP X-Omat por 2 min. Lavamos las placas de rayos X con agua bidsstilada y las dejamos
secar a temperatura ambiente,

25, Delerminacién del punto Iscelécirico de la fosfolipasa 1.2,

Tomamos 130, 000 cpm de cada muestra yodinada (una de BSA y las muestras de la fosfolipasa 11.2 purificadas en
exparimentos diferentes) y las colocamos en un gel de poliacrilamida para isoelectroenfoque, con un gradiente de 3 a 9 de pH,
las proleinas se somelieron a electroloresis en un Phast system (Pharmacia Lab. Separation, Division. S-75182 Uppsala,
Suecia) con un voltaje de 500 Vh, por 30 min, Visualizamos las proteinas radiactivas con una placa sensible a los rayos X como
ya describimos en el inciso 19,

26. Geles de agarosa con caselna para deteclar aclividad proteolitica,

Sa siguid el procedimiento de Granelli-Piperno, y col. (61) con algunas modificaciones. Los geles se prepararon con las
siguientes soluciones: a) agarosa 1.5 % en amortiguador de Tris-HCI 25 mM, pH 7.2; la agarosa se fundi6 en baio de agua, -
manteniéndose a 42 °C; b) solucién de caseina, preparada a partir de una mezcla de leche evaporada al 8% (p/p), disuella en
agua destilada; la mezcla se calenté durante 30 min en bafio de agua y fué centrifugada a 8,000 rpm durante 10 min. Al
sobrenadante se le afadié azida de sodio 0.02% y se mantuvo a 4 °C hasla el momento de su uso. Antes de mezclario con la
agarosa, s calentd y mantuvo a 42 °C. Para preparar los geles, se mezclaron 3 mi de la solucién de agarosay 1,9 mide la
solucién de caseina. La actividad proteclitica se detectd siguiendo la difucion radial de la actividad (lisis de la caseina), después
de aplicar, las muestras de enzima en pocillos (3 mm de didmetro) hechos en los geles de agarosa; éstas se incubaron por
18 hrs a 37 °C, Para la cuantificacién de la actividad, se compararon las areas de lisis producidas en el gel, con las generadas por
un eslandar bajo las mismas condiciones.

et
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IV. RESULTADOS

1. Efecto de inhibidores de actividad de fosfolipasa en la hemédlisis producida por la
fraccién vesicular P30.

Hace algunos afios se propuso que una o varias fosfolipasas del tipo A estan relacionadas con la
aclividad patogénica de E. histolytica y que éstas podrian ser un posible factor de virulencia del
parasito. Esta hipdtesis se basa en que distintos inhibidores de fosfolipasas A disminuyen la accién
citolitica de trofozoitos y extractos de E. hislolytica (40,41,42,43,52,53) sobre células CHO.

Sin embargo, sélo uno de los inhibidores que se emplearon, el de Rosenthal, puede considerarse
como especilico para fosfolipasas. Los otros (quinacrina, fosfatidilcolina e hidrocortisona) pueden tener
ademas otros mecanismos de accién. Por ejemplo alcalinizar lisosomas o estabilizar membranas. En -
uno de estos trabajos (42), el inhibidor de Rosenthal (IR) fué utilizado a una concentracién unica de
10 mM, la cual es demasiado alta para considerar su efecto como especifico.

Por lo anterior, decidimos explorar con mayor profundidad el efeclo de dos inhibidores especificos
de fosfolipasas sobre la accién litica de la fraccion vesicular P30 sobre eritrocitos. Anteriormente,

- hablamos ya encontrado que la mayor parte de la actividad fosfolipasica (53) y de la actividad

hemolltica se localizaban en dicha fraccién (50).

Los inhibidores que empleamos fueron dos analogos no hidrolizables de fosfatidilcolina: el (R

(dimelil-di-2,3-distearoilpropil-2'-hidroxietil acetato de amonio) (49) y el PC’ (1-11-carboxiundecil-2-
hexadecil-1.-1-glicero-3-fosfatidiicolina) (37).

En el caso del PC, encontramos que la liberacidn basal de hemoglobina fué demasiado alta (79%)
a una concentracién de 56 uM, lo que hacia muy dificil determinar cuantitativamente el efecto inhibitorio
de este analogo. Intentamos disminuir este efecto acoplando etanotamina en el carboxilo 11 de! 1-acilo

del inhibidor. Aun cuando pudimos disminuir 1a liberacién basal de hemoglobina con el PC’ alquilado,
observamos que la inhibicion de la hemdlisis de P30 fué del 25 % a una concentracion de 200 pM,
condicién en que el inhibidor producia una liberacién inespecifica de 11%. Con el IR tuvimos mejores
resultados, los cuales se detallan a continuacion.

1.A. El IR en concentraciones micromolar prod per se una liberacion basal de 1a hemoglobina en
0s eritrocitos humangs o icienlemente baia para permiticr ensavar su accion como inhibidg

Como paso inicial, determinamos la liberacion de hemoglobina en eritrocitos humanos, incubados
por tiempos variables con SSB, el cual usarfamos mas adelante como diluyente de los agentes
hemoliticos; la mé&xima liberacién de hemoglobina correspondié aun después de 16 hrs de incubacion,
al 6 %. Determinamos después la liberacién de hemoglobina inducida por el IR. Con este inhibidor
encontramos que el porcentaje de hemoglobina liberada fué lineal con respecto a la concentracion del
inhibidor (Figura 4). Con 150 uM la hemoglobina liberada fué del 26 % después de 7 hrs de
incubacion. Lapso de tiempo suficiente para observar el efecto hemolilico de las [racciones amibianas
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(ver abajo).
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Figura 4. Liberaciétn de hemoglobina de eritrocitos humanos por efecto
del IR. En tubos Eppendorf colocamos 25 Hl de eritrocitos humanos al 1 % y
25 M1 de SSB con cantidades variables del IR y los incubamos a 37 °C en bafo de
agua. Después de 7 hrs afadimos a cada mezcla 1 ml de PBS, centrifugamos los
tubos a 600 X g por 9 min y 4 °C y medimos la absorbancia de los sobrenadantes
para determinar el porciento de hemoglobina liberada con respecto a la de un
nimero equivalente de eritrocitos lisados por choque hipoténico. Para cada punto
se da el promedio y desviacién esténdar para tres experimentos por triplicado.

2. Caracterizacion hemolitica de la fraccion P30.

2.A. La fraccion P30 presenta actividad hemolitica dependiente del tiempo de incubacion y i3 dosi

La aclividad hemolilica de la fraccién P30 fue dependiente tanto del tiempo de incubacién como la
dosis. Esta fraccion con respecto al tiempo, presenta la existencia de un periodo lag de
aproximadamente 5 hrs en que no existe liberacién de hemoglobina. La hemélisis comienza despues
de este tiempo y alcanza el maximo a las 7 hrs (Figura 5). En un principio 1a liberacién es lenta y esta
seguida de otra fase en que es rapida. A las 6.45 hrs se logra el 50 % de liberacién de hemoglobina.
Para todas las determinaciones usamos 200 pg de P30, que es un valor muy cercano al méximo que
permitieron las condiciones experimentales. En la curva dosis-respuesta encontramos que la liberacion
de hemoglobina se incrementa proporcionalmenle con concentraciones crecientes de la fraccion P30
(Figura 6). La DHgq correspondi6 a 110 pug.
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Figura 5. La fraccién P30 presenta actividad hemolitica dependiente
del tiempo de incubacién. A tiempos variables de incubacién determinamos el
porciento de hemoglobina liberada en mezclas de ensayo con 25 M1 de eritrocitos
humanes al 1 % y con 200 pg de proteinas de la fracciétn P30. Todas las
determinaciones se hicieron en las mismas condiciones y se incubaron durante el
tiempo de hasta 7 hrs indicado en la gré&fica. Los simbolos corresponden al
promedio y desviacién estandar de doce determinaciones en cuatro experimentos
independientes,
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Figura 6. La fraccién P30 presenta actividad hemolitica dependiente de
la dosis. Después de 7 hrs de incubacién a 37 °C determinamos el'porciento de
hembélisis en mezclas de ensayo con 1 % de eritrocitos y cantidades variables de
P30 suspendidos en 50 pl de SSB, Cada simbolo corresponde al promedio vy
desviacién estdndar de nueve determinaciones en tres experimentos
independientes.

2.B. La gctividad hemolitica de P30 es inhibida por el IR.

Determinamos el efecto del IR sobre la actividad hemolitica de P30. Realizamos este estudio
escogiendo la condicién en que se obtenia el 75 % de liberacidn de hemoglobina, es decir, 167 pug de
P30 a 7 hrs de incubacion (Figura 6). La muestra amibiana fué preincubada durante 30 min a 37 °C
con varias concentraciones del IR, La méaxima concentracion fué de 150 pM, ya que la liberacién basal
directa de hemoglobina por el inhibidor en dicha concentracion es del 26 % (ver Figura 4). En la Figura
7, puede observarse que el IR disminuye fuertemente Ia liberacién de hemoglobina por la fraccién P30,
a una concentracion de 20 uM donde se alcanza una inhibicién de aproximadamente 80 % y no
aumenta aun con mayores concentraciones del inhibidor. La dosis inhibitoria media fué de 10 uM.

e e v e
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Figura 7. La actividad hemolitica de P30 es inhibida fuertemente por
el IR. Determinamos el porciento de hemoglobina liberada por 167 g (DHqg) de

proteina de P30 (50), preincubada con diferentes concentraciones de IR durante 7
hrs. Cada simbolo corresponde al promedio y desviaciédn estandar de nueve
determinaciones en tres experimentos independientes.

Los datos presentados anteriormente, indicaban que la actividad del IR como inhibidor de las
fosfolipasas A amibianas era buena. Esta siluacion nos llevé a pensar que podriamos utitizar al IR
como un ligando de afinidad para la purificacion de las mismas. De hecho, este fué el caso, como se
describe a continuacion.

La sintesis de un adsorbente nuevo para fosfolipasas A requirio de un esfuerzo importante, ya que
son varios los parametros y condiciones que tienen que determinarse a fin de que funcione
adecuadamente. Ya que ia fuente de material biolégico amibiano es mas bien restringido y a que las
fosfolipasas forman parte importante dentro de la composicién de los venenos de animales, decidimos
emplear éstos Gltimos para la optimizacién de la sinlesis del adsorbente y de las condiciones para su
empleo. Estos resultados estan formalizados en el articulo "A NEW AFFINITY ADSORBENT FOR THE
PURIFICATION OF PHOSPHOLIPASES Ay AND A, FROM ANIMAL VENOMS, por VARGAS-

VILLARREAL, J.; MARTIN-POLO, J. J.; REYNAUD, E. Y ALAGON-CANQ, A. 1991 Toxicon 29: 119-124,
Este articulo forma parte de la presente tesis y se adiciona una copia del mismo.

La fraccion amibiana que utilizamos para la purilicacion y caracterizaciéon de las fosfolipasas fué la
fraccion subcelular P30 (50), ya que en ella reside mas del 90 % de las actividades hemolitica, citolitica
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y fosfolipasica (50,53,56). Esta fraccion (P30) es vesicular, es decir, esta compuesta por vesiculas
selladas de membrana, asi como de las vesiculas digestivas y lisosomales propias del trofozoito (50).
Por eslas razones, es que decidimos emplear la fraccion P30 como punto de partida para la
caracterizacién y purificacion de las actividades fosfolipasicas.

3. Extraccion y solubilizacion de las actividades fosfolipdsicas en la fracciéon P30.

Como primer paso deslipidizamos la fraccion P30 mediante la extraccion con disolventes organicos
y posteriormente, solubilizamos la fraccién proléica precipitada y deslipidizada que contiene la
actividad enzimatica, mediante el uso de alta concentracién de sal y/o detergentes con distintas
propiedades.

Probamos varios disolventes como se describe en la Figura 8. Las mezclas de P30 tratadas con
acetona, metanol, etanol y dioxano, solubles y que forman una sola fase con el agua, presentaron
precipitados en el fondo de los tubos y las de cloroformo y de tetracloruro de carbono, con mayor
densidad que el agua, forman un precipitado en su superficie. Con olros dos disolventes, el tolueno y el
éter etilico, con menor densidad que el agua, se formaron dos precipitados, el primero se localizaba en
toda la fase acuosa y en el segundo en la interfase con el amortiguador acuoso. Como puede verse en
la Figura 8, la extraccion con éter etilico fué la que dié mejores resultados.
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Figura 8, Deslipidizacién de la fraceciédn P30 con diferentes
disolventes orgénicos. En tubos eppendorf de 1.5 ml se colocaron 1.9 mg de
P30 en 100 pl de SSB y se les adiciondt 1 ml de los siguientes disolventes
orgdnicos: 1) acetona, 2) metanol, 3) etancl, 4) dioxano, 5) <cloroformo,
6) tetracloruro de carbono, 7) tolueno y 8) éter etilico, indicados en 1la
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Figura Después cada muestra fué agitada por 5 min en un vértex a maxima
velocidad y se centrifugaron a 30,000 X g por 5 min. Los precipitados fueron
resuspendidos en 100 pl de SSB, Se les midié actividad de fosfolipasa A a los
sobrenadantes (Sn), a los precipitados (Pp), e insolubles (PpI) y a la fase
acuosa obtenida con éter etilico (FA). El 100 % de actividad enzimitica esté
referida a la que estd presente en una cantidad equivalente de P30. La actividad
de fosfolipasa fué determinada por el método de radioensayo como se explica en
métodos. Las barras corresponden al promedio y desviaciébn est&ndar de nueve
determinaciones en tres experimentos independientes.

A continuacion probamos varias condiciones para solubilizar la actividad de fosfolipasa. En la
Figura 9, se ven los resultados obtenidos empleando varios detergentes a 0.5 % (p/v) 6 1 M de KCI.
Como puede observarse en presencia del amortiguador sélo (SSB) no existe solubilizacién de la
actividad fosfolipasica: con los detergentes la solubilizacién va desde 0 (SDS) hasta 27 % (Tritén X-
100). Con KCI, en ausencia de detergentes, se logra un 26 % de solubilizacién de la actividad
fosfolipasica.
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Figura 9. Solubilizacién de la actividad de fosfolipasa A del
precipitado en la interfase éter etilico/amortiguador acuoso con
detergentes o alta fuerza idénica. El precipitado obtenido extrayendo 100 Ml
de P30 con éter etilico fué tratado, en tubos eppendorf, con 100 WUl de 0.5%:
l) solucidtn salina de Hancks, 2) deoxicolato de sodio, 3) dodecilsulfato de
sodio, 4) lisofosfatidilcolina, 5) nonidet P-40, 6) CHAPS, 7) Tritén X-100 y
8) KCl1 1 M. Las muestras fueron resuspendidas con 50 golpes de un homogenizador
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del tipo Elvejem-Potter, activado con la mano. Posteriormente se agitaron
suavemente durante 5 min en un vértex vy se dejaron reposar por 30 min a 4 °C.
Después de este tiempo se centrifugaron en la microfuga por 5 min y obtuvimos
las fracciones solubles (S} e insolubles (I) a estas Ultimas se les ajustd el
volumen a 100 Ml con SSB. La actividad de fosfolipasa del tipo A se determind
con el método de radioensayo como se explica en métodos. El 100 % de la
actividad enzimdtica estd referida a la presente en una cantidad equivalente de
P30. La barras corresponden al promedio y desviacibén estadndar de nueve
determinaciones en tres experimentos independientes,

El hecho de que no hayamos encontrado aclividad fosfolipdsica con SDS pudiera explicarse por
sus propiedades desnaturalizantes. Dado el efecto posilivo del KCI, en una segunda ronda de
experimentos extrajimos con algunos detergentes pero en presencia de 1 M de KCI; eslos resultados
se muestran en la Figura 10. La solubilizacion méas exitosa, en términos de aclividad, la logramos con
fa combinacion de 0.5 % Triton X-100/1 M KCI, donde notamos en esta fraccién una activacion de las
fos{olipasas presentes, como se puede ver en esta figura.
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Figura 10. Solubilizacién de la actividad de fosfolipasa A del
precipitado en la interfase ¢éter etilico/amortiguador acuso con
detergentes en presencia de alta concentracién de KCl. Se procedid en
forma similar a lo descrito en la Figura 9. En todos los casos, la concentracién
del KCl1 fué 1 My 0.5 % del los siguientes detergentes: 1) deoxicolato de sodio,
2) nonidet P-40 y 3) Tritén X-100.



28

4. Purificacion y caracterizacion de una fosfolipasa Ag, dependiente de Ca**, con
actividades hemolitica y citotdxica directa sobre células de mamifero.

A continuacién describiremos la purificacién y caracterizacién de una fosfolipasa Ao a partir del

malerial solubilizado con 1 M KCI. Decidimos comenzar con esta preparaciéon ya que de entrada
estabamos trabajando con una(s) enzima(s) cuya(s) solubilidad{es) no dependia de la presencia de
detergentes en el medio. Los detergentes interfieren con los ensayos de hemolisis y citotoxicidad; la
interferencia puede ser de dos maneras: produciendo per se lesiones en las membranas de las
células blanco y/o potenciando dichas actividades.

Las amibas presentan una fuerte actividad proteolitica, casi el 90 % de ella depende de sulfihidrilo
proteasas (46,47). Por ello, durante los experimentos de purificaciéon se incluyd un inhibidor el p-
cloromercuribenzoato de sodio. El inhibidor se empleé en todos los pasos a una concentracién de
0.1 mM, desde que las amibas fueron lavadas y homogeneizadas para la obtencion de la fraccién
subcelular P30, como también durante los procesos de solubilizaciéon, cromatoenfoque, clasificacion de
las fosfolipasas y cromatografia de afinidad. Se prob6 previamente que la concentracion escogida de
inhibidor fuera indcua para la actividad fosfolipasica lotal, medida en la fraccion P30.

El primer intento de purificacién de la(s) fosfolipasa(s) solubilizada con KCI fué hecho pasando la
fraccion directamente por una columna sefarosa-IR. En estas condiciones, la mayor parte de la
aclividad se une a la resina y es eluida con EDTA. El analisis electroforético de la fracciéon con la
aclividad de foslolipasa mostré varias bandas. En vista de lo anterior, decidimos incluir un paso previo
de fraccionamiento, cromatoenfoque en columna, que separa proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico (74).

4 A. Cromatoenfoque de a fraccion extraida con KCI 1.0 M

La fraccion solubilizada con KCI 1 M (Figura 9) fué diluida 10 veces con amortiguador de Tris-HCI
100 mM, pH 9.4 y se aplicé a la columna de cromatoenfoque. Las proteinas fueron eluldas con un
gradiente lineal de pH de 9.4 a 4.0; a las fracciones se les midi6 su Apgp, asi como sus aclividades

fosfolipasica y proteolitica (Figura11). Como puede observarse, toda la actividad proteolitica se localizé
en el rango de pH entre 9.0 a 8.5, en tanto que la actividad de fosfolipasa fué fraccionada en 3. la
primera sale en el cargado de la columna, la segunda eluye entre pH 8.3-7.3 y la altima con el
tratamiento de alta fuerza i6nica. Se recuperd el 129 % de la aclividad de fosfolipasa, distribuida asl:
76.31, 38.46 y 14.35 % en las fracciones |, Il y lll, respectivamentle, estos datos nos suguieren que la
aclividad foslolipasica se activd, posiblemente por estar mas accesible al substrato. Los resultados de
recuperacion de proteina y de actividad de fosfolipasa durante el fraccionamiento en esta columna se
muestran en la Tabla |. Las fracciones | y lIl no fueron consideradas para posteriores separaciones
dado que sus aclividades especificas eran mucho menores a la de la fraccion .
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Figura 11. Cromatoenfoque de la fraccién solubilizada con KCl1 1 M,
Diluimos 10 veces el sobrenadante obtenido con KCl 1 M de la Figura 9, con Tris-
HC1 25 mM, pH 9.4 y 0.1 mM del inhibidor de tiolproteasas. Aplicamos la muestra
en una columna de cromatoenfoque de 10 ml (7 X 0.9 cm) con 8.0 ml de resina y
eluimos la muestra con: A) poliamortiguador de pH de 9.4 a 6,0,
B) poliamortiguador de 6.0 a 4.0 y C) 20 ml de NaCl 0.5 M. Colectamos muestras
de 2 ml por tubo a una velocidad de flujo de 45 ml/h. Las barras horizontales
indican los cortes que se hicieron. La actividad fosfolipésica y proteolitica se
midieron como se describe en métodos.,
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TABLAT
RECUPERACION DE PROTEINAS Y DE ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA DE LA COLUMNA
DE CROMATOENFOQUE
Fraccionas Argo?  ml Alrgg  Uml Umg  Aclividad % de Veces de

Total X 103 X 103 total X 103 Recuperacién Recuperacion

E-KCIP 1.45 15,5 2248  224.6 1549 348215 100 1
l 0.34  30.0  10.35  88.58  260.53 2657.40 76.31 1.68
I 0.02  32.0 0.83  41.86  2093.0 133952 3846 13,51
il 0.50 200  10.00  25.0 500  500.00 1435 0.32

-——ire

dA»gp= 1.0 equivale aproximadamente a 1 mg de proteinas.
bE-KCI= Extracto obtenido con KCI.

4.B. Cromatoqralfia de la fraccion Il en fa columna de |R-sefarosa 4B8.

A la fraccién Il se le afadié Tris-HCl y CaCl, a fin de ajustar las concentraciones a 100 y 2.5 mM,

respeclivamente, y el pH a 8.0. En estas condiciones fué cargada en una columna de IR-sefarosa 4B y
eluida en las condiciones indicadas en la Figura 12. La actividad de foslolipasa se separ6 en tres
componentes. En electroforesis, y por tincion de plata, las fracciones [l.1 y 1.3 presentaron varios
componentes, en tanto que la 1.2 no pudimos observar alguna banda protéica, por lo tanto para
i ~ determinar su peso molecular y su pureza fué necesario iodinar las muestras como se describe mas
e adelante. La fraccion 1.1 se recromatografié en las misma condiciones y, una vez mds, la actividad
fosfolipdsica no fué retenida por la columna. Sabemos que esta fraccién presenta actividad

i fosfolipasica dependiente de Ca** y del tipo Ao pero no tiene afinidad por el IR.
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Figura 12. Cromatografia de afinidad-IR de la fracciédn II.2, Mezclamos
el contenido de la fraccién I1I1.2 del cromatoenfoque de la Figura 11, con 1 ml de
Tris-HC1 1 M pH 8.0 y 2.5 mM de CaCl,. Aplicamos esta muestra a una columna de

afinidad acoplada con el IR (0.44 X 5.4 cm) con 0.8 ml de resina, previamente
equilibrada con el amortiguador inicial de Tris-HCl 100 mM pH 8.0, y eluimos la
muestra con; A) el mismo amortiguador conteniendo 0,5 M de NaCl, B) Tris-HCl 100
mM pH 8.0 conteniendo 50 mM de EDTA y C) 0.1 M de &cido acético. Colectamos
muestras de 1 ml por tubo. Las barras horizontales indican los cortes que se
hicieron. La actividad de fosfolipasa la medimos por radioensayo como se
describe en métodos. Las fracciones obtenidas con &cido acético las recibimos en
tubos que contenian 1 ml de Tris-HCl1 1 M pH 8.0.

4.C. Criterio de pureza de 1a fraccion i1.2.

Para corroborar la pureza de 1a fraccién 1.2 (con actividad fosfolipgsica del tipo A) fué iodinada y se
le analiz6 en geles de poliacrilamida con SDS, tanto en presencia como en ausencia de B-
mercaptoetanol. Utilizamos las preparaciones con aclividad fosfolipasica obtenidos de la fraccion 11.2,
encontramos que en los geles de SDS en condiciones no reducidas se reveld dos bandas con pesos
moleculares de 30,000 y 15,000 D (Figura 13), asi como también se observa una banda en la region de
albumina bovina (BSA, como control positivo) con un peso molecular de 67,000 Daltons (Figura 13). En
condiciones reducidas, donde empleamos el método descrito segun el fabricante del sistema phast
system (Pharmacia Uppsade, Suiza); so¢lo observamos una séla banda de 15,000 Daitons,
confirmando que la banda de 30,000 Dallons corresponde al dimero de la fosfolipasa y su
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homogeneidad y pureza de una sola banda protéica (Figura 14, A). También observamos a la
fosfolipasa en condiciones nativas en aeles de aradiente de 8-25 %, con el método de phast system
(Figura 14, B).
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Figura 13. Electroforesis en gel en placa de poliacrilamida (12.5%) en
presencia de SDS, de la fraccibétn II.2 iodinada A (30 min de
exposicién) y B (1 hr de exposicién). 1) BSA, como control positivo,
2) fraccién 1I1.2 (600,000 DPM).La posicibén de los estandares de peso molecular
conocidos se encuentran indicadas a la izquierda de la Figura.
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Figura 14. Electroforesis en placa de geles en condiciones de SDS al
(20%) (A) y en condiciones nativas de Tris-HCl, homogéneos (8-25%)
(B), de la fraccién II.2. 1) serocalbumina bovina como control positivo y 2)
fraccidon II.2,
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4.D. Punto jsoeléclrico (pl) de la aclividad foslolipasica presente en Ia fraccién 11.2.

L.a determinacion del pl de la actividad fosfolipasica de la fraccion 1.2 1a hicimos mediante un gel de
isoelectroenfoque con anlfolitos en un gradiente de 3 a 9 de pH. Empleamos el método descrito segun
el fabricante del sistema phast system (Pharmacia Uppsade, Suiza); en esle caso ulilizamos las
muestras iodinadas referidas anteriormente (ver inciso 4.C) y BSA. Los resultados del mismo se
muestran en la Figura 15. El pl determinado graficamente fué de 7.0 para 1a fraccion I1.2 y de 5.85-6.0
para BSA, respectivamente.

1 2 3 4

Figura 15, Isocelectroenfoque de la fracci6én II.2., Determinamos el punto
isoelécrtico en geles de isoelectroenfoque en un rango de pH de 3.0 a 9.0.
A) fracciébn I1.2, carriles 1,2, 3 y B) serocalbumina bovina como control
positivo, carril 4.

Caracterizacion enzimatica de la actividad fosfolipdsica de la fraccion Il.2.

4.E, La fraccion 1l.2 presenta solo aclividad fosfolipdsica del tipo Ao.

La fraccién 1.2 contiene sélo actividad fosfolipasica del tipo Ao ya que en el analisis de los
productos de degradaciéon de los subslralos especificos revelaron que la radioactividad estuvo
presente en las manchas correspondientes a ['4CJAGL (cuando usamos el substrato L- 1,2 -dipalmitoil-

[2-palmitoil-1-14C]-fosfatidilcolina (['4C)FC(1)) y ésta se incrementé con respecto al tiempo de
incubacién a 37 °C (Figura 16). No deteclamos radioactividad en las manchas correspondientes a

['4C]LFC, ni en las manchas de ['4CJAGL cuando usamos e! substrato especifico para las
lisofosfolipasas (L 1 -palmitoil-[1-palmitoil-[*4C)-lisofosfatidilcolina ([14CJLFC)) (Figura 16), lo que indica
que no tiene actividad residual de fosfolipasa del tipo B. De aqui en adelante a la unica foslolipasa
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presente en la fraccion 1.2, le llamaremos fosfolipasa 11.2, por venir de ésta fraccidn,
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Figura 16, La fraccién II.2 presenta sbélo actividad fosfolipédsica del
tipo Ap. A tiempos variables de incubacién a 37 °C determinamos el tipo de
fosfolipasa A y/o la presencia de actividad de lisofosfolipasa en la fraccidn
obtenida en la Figura 12 (II.2), cuando en las mezclas de ensayo usamos cCoOmo
substrato el (1%CjFc(1) 6 [*CJLFC y 10 pl de la fracciébn II.2 (600 ng de
proteina total),. Determinamos la radiocactividad correspondiente a (14cjacL (())
y [(YicjLFc (@) o a (l4cjaGL ( A ) (proveniente del substrato para
lisofosfolipasa) después de separar estos productos mediante cromatografia en
placa fina. Los simbolos corresponden al promedio y desviacién esténdar de seis
determinaciones en tres experimentos independientes.

4.F. La foslolipasa 11.2 presenta actividad a pH basico.

~ La fosfolipasa 11.2 presenta su maxima actividad a pH 8.0, como se observa en la Figura 17, si bien
dentro de todo el rango de 6 a 10 presenta una aclividad enzimaética significativa.
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Figura 17, La fosfolipasa II.2 presenta actividad fosfolipdsica del
tipo A a pH bidsico, Determinamos la actividad fosfolipasica de la fosfolipasa
II1.2 en mezclas de ensayo ajustadas a diferentes valores de pH y adicionando
como substrato el [lqc]FC(Z)'y 10 p1 de esta fosfolipasa (600 ng de proteina
total). Los simbolos representan el promedio y desviacién estandar del contenido
de ['%C)AGL en las mezclas de ensayo. '

4.G. La foslolipasa 1.2 es dependiente de Ca *+
Determinamos la aclividad de la fosfolipasa 11.2 en presencia de Ca** 6 ausencia de este cation.
Encontramos, que esla enzima es dependiente de calcio, ya que su actividad se ve fuertemente

disminuida (>95 %) en un amortiguador sin calcio y en presencia de 2 mM de EDTA (ver mas adelante
Figura 26) | |

Propiedades citotoxicas directas de la fosfolipasa 11.2.

Los efectos toxicos de la fosfolipasa Il.2 fueron evaluados en dos tipos celulares: eritrocitos
humanos (hemélisis) y células CHO (liberacién de [BH]-UTP).
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5. HEMOLISIS.

5.A. L.a fosfolipasa lene aclividad hemolitica que depende del tiempo de incubacion dosi

La actividad hemolitica de la fosfolipasa 1.2 fué dependiente tanto del liempo de incubacién como
de la dosis. Esta fosfolipasa incrementé la liberacion de hemoglobina con respecto al tiempo de
incubacion, alcanzando el 100 % en 1 hr (Figura 18). La fosfolipasa purificada de C. basiliscus,
presenta actividad hemolitica indirecta, es decir, por si sola png presenta actividad hemolitica, ya que
requiere de la preincubacidn con fosfatidilcolina y la produccion de agentes liticos como AGL y LFC; si
no hay una previa preincubacion con fosfatidilcolina su efecto hemolitico se retarda, con respeclo al
tiempo de incubacion, como se pude ver en la Figura 18. Para lodas las determinaciones usamos 174
ng totales en masa tanto de la fosfolipasa 1.2, como la fosfolipasa de C. basiliscus, pero la actividad
fosfolipasica de esta ultima medida por el método de radioensayo es aproximadamente 20,000 veces
mayor que la actividad fosfolipasica de la fraccion 1.2, En la curva dosis-respuesta encontramos que la
fosfolipasa 1.2 incrementa la liberacién de hemoglobina proporcionalmente entre 0 y la maxima
concentraciéon empleada que fué de 174 ng de dicha fraccion (Figura 19); Ia DHgq correspondié a 64

ng y el 100 % a 174 ng. Con la fosfolipasa pura de C. basiliscus, preincubada con fosfalidilcolina, la
DHggq correspondio a 83 ng
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0 w B ..-.!.-.-...--L.:-W
] 10 20 3o 40 50 60 70

TIEMPO DE INCUBACION (MIN)

Figura 18. Liberacién de hemoglobina en funcién del tiempo de
incubacién con la fosfolipasa II.2. A tiempos variables de incubacién
determinamos el porciento de hemoglobina liberada en mezclas de ensayo con 5 Kl
de eritrocitos humanos al 5 % y con 174 ng de la fosfolipasa II.Z2 ( () ) 6 la
misma cantidad en proteina de la fosfolipasa pura de Crotalus basiliscus
preincubada con fosfatidilcolina por 10 min a 37 °C ( @ ), sin preincubar () 6
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sin fosfatidilcolina (W) . Todas las determinaciones se hicieron en las mismas
condiciones y se incubaron durante el tiempo indicado en la gr&fica. Los
simbolos corresponden al promedio y desviacién estdndar de seis determinaciones
en dos experimentos independientes.
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Figura 19. Curva dosis respuesta en la hemb6lisis por 1la fosfolipasa
I1.2, Después de 1 hr de incubacién a 37 °C determinamos el porciento de
hemélisis en mezclas de ensayo con 5 % de eritrocitos y cantidades variables de
la fosfolipasa II.2 ( () 6 de la fosfolipasa purificada de Crotalus basiliscus
(preincubado con fosfatidilcolina por 10 min) ( @ ), suspendidos en 10 Ul de
SSB. Cada simbolo corresponde al promedio y desviacién estidndar de seis
determinaciones en dos experimentos independientes.

El efecto hemolitico de la fosfolipasa 1.2 parece ser del tipo directo, ya que no presenta fase lag, 1o
que contrasta con lo encontrado con la fracciéon P30, que si posee un lag de varias horas (Figura 5),
esto se podria explicar por la complejidad estructural de la P30, 6 bien por la accesibilidad de la
fosfolipasa 1.2 en la P30 completa. En cambio con una fosfolipasa hemolitica indirecta tiene que haber
acumulacion de los produclos de hidrolisis, antes de que se dispare su actividad y haya rompimientos
de los erilrocitos, como ocurre con la fosfolipasa de C. basiliscus (Figura 18) |
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5.8. Las aclividades hemolilicas de la fosfoli foli . basiliscus son inhibidas
' l

]
] [

r el innpi n

La aclividad hemolitica de la {osfolipasa 11.2 y la {osfolipasa pura de C. basiliscus se inhibieron con
diferentes concentraciones del IR (Figura 20). La Dlgp se alcanzé a una concentracion de 9 puM para la

fosfolipasa 1.2 y 3.7 uM para C. basiliscus. Realizamos este estudio escogiendo la condicién en que
se obtenia el 75 % de liberacion de hemoglobina, es decir, 110 ng (22 ng/mi) de la fosfolipasa 1.2 a
1 hr de incubacion, y 105 ng (21 pg/ml) de la fosfolipasa de C. basiliscus preincubada con
{osfatidilcolina por 10 min (ver Figura 19}.

% DE HEMOGLOBINA LIBERADA

CONCENTRACION DE IR (uM)

Figura 20. Efecto del inhibidor de Rosenthal en la 1liberacién de
hemoglobina producida por la fosfolipasa II.2 y de la fosfolipasa de
C. basiliscus. Determinamos el porciento de hemoglobina liberada por 110 ng
(DH7g) de la fosfolipasa II.2 ( () 6 con la misma cantidad protéica de la
fosfolipasa purificada de Crotalus basiliscus (preincubada con fosfatidilcolina
por 10 min) ( @ ), estas mezclas fueron preincubadas con diferentes
concentraciones de IR durante 1 hr., Cada simbolo corresponde al promedio Yy
desviacién esténdar de seis determinaciones en dos experimentos independientes,

La seroalbumina bovina deslipidizada produce una fuerte inhibicién (Dlsg 80 ng) sobre la

fosfolipasa de C. basiliscus a 115 ng, como se observa en la Figura 21. La actividad hemolitica de la
fosfolipasa 1.2 fué mucho menos sensible a la presencia de la seroalbumina bovina. En este caso, se
requirié de 9.5 pug para alcanzar una inhibicion del 50 % (ver Figura 21). Estos resultados apoyan
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fuertemente que la actividad hemolitica de la fosfolipasa 11.2 es en forma directa, ya que la actividad
indirecta se disminuye profundamente con la presencia de la seroalbumina bovina.
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Figura 21. Efecto de 1la serocabuminabovina en la liberacién de

hemoglobina producida por 1la fosfolipasa II.2 y la fosfolipasa de C,.
basiliscus. Se procedié en forma similar a lo descrito en la Figura 20. Cada
simbolo corresponde al promedio y desviacién esténdar de seis determinaciones en
dos experimentos independientes, | .) fosfolipasa de C. basiliscus y (O) de
la fosfolipasa II.2.

6. CITOLISIS.

Determinamos el efecto de la fosfolipasa 1.2 sobre las células CHO, cuya sensibilidad a las
actividades citopaticas de extractos amibianos ya han sido claramente demostrados (40,41,43,48).
Uitlizamos el método citolitico descrilo por Vargas-Villarreal J. y col. (56).

6.A. La fosfolipg ) tiene actividad citolitica que es dependiente tanto del tiempo de incubacion

como de la dosis.

La fosfolipasa 1.2 increment6 el porciento de citdlisis en funcién al tiempo de incubacion; se
alcanzé casi el 100 % a las 6 hrs de incubaciéon (Figura 22). Esto fué en cultivos celulares (CHO)

premarcados con [3H]-UTP y 1.16 ug de dicha fosfolipasa. La fosfolipasa pura de C. basiliscus a una
misma concentracién en masa, no presentd actividad litica sobre estas células; con [a presencia de
fosfatidilcolina esta enzima presenté actividad citolitica con un periodo de lag de 3 his y solo alcanzé
un 35 % de citélisis. La fosfolipasa ¢ la fosfatidilcolina; por si mismas, no presentaron actividad citolitica
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sobre las células CHO como se puede ver en la Figura 22. También encontramos que la fosfolipasa 1.2
incremento el porciento de citolisis proporcionalmente con su dosis incubada por § hrs, como se
observa en Ia Figura 23. La DCgq correspondio a 720 ng.
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Figura 22. Relaciétn temporal de la citélisis producida por la

fosfolipasa II.2. A tiempos variables de incubacién determinamos el porciento
de citbdlisis en mezclas de ensayo con monocapas celulares confluentes
premarcadas con [JHJUTP por 2 hrs y 1.16 Hg de la fosfolipasa II.2 ((Q), la
misma cantidad en masa de la fosfolipasa purificada de Crotalus basiliscus
preincubada con fosfatidilcolina (@ ), sélo la fosfolipasa ( A ) 6 s6lo
fosfatidilcolina (4 ), suspendidos en 100 pl de SSB. La liberacién de [3H]UTP la
medimos como se describe en métodos. Los simbolos corresponden a un sélo
experimento. |
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Figura 23. Relacién entre la cantidad de proteina de 1la fosfolipasa
II.2 y el porciento de citélisis., Después de 5 hrs de incubaciébn a 37 °C
determinamos el porciento de citélisis en mezclas de ensayoc con monocapas de
células premarcadas con [JHJUTP y cantidades variables de la fosfolipasa II.2
suspendidas en 100 pl de SSB., Cada simbolo corresponde a un sbélo experimento.

6.8. Cambios morfol6éqicos producidos en los cultivos celulares incubados con Ia fosfolipasa IL.2.

La liberacion del [BH]-UTP por las células CHO incubadas con 1.16 ug de la fosfolipasa 1.2
coincidié temporalmente con alteraciones morfoldgicas, donde las células sufrieron los siguientes
cambios que estan registradas en la Figura 24, En el panel A, se encuentra el dafio producido por la
fosfolipasa 11.2 (1.16 ug de proteina total) por 6 hrs, observandose que las células sufrieron los
siguientes cambios: 1) células incubadas por seis horas con SSB, como cultivos testigos, 2) a una hora
y media, las células sufrieron un incremento de su didmetro de dos a tres veces su tamafo original, 3)
a las tres horas, aumenté el nimero y tamafio de sus vacuolas y la aparicion de protusiones
membranales, 4 y 5) a las cuatro horas y media aumentd el numero y tamafo de las protusiones
membranales, 6) la monocapa celular disminuyd considerablemente a las seis horas de incubacién,
En el panel B, se encuentra el dafo producido por la fosfolipasa purificada de C. basiliscus (1.16 pg
de proteina total), preincubada con fosfatidilcolina por 15 min a 37 °C: 1) células incubadas por seis
horas con SSB, como cultivo testigo, 2) a las tres horas de incubacion, en algunas células empieza ha
aparecer un incremento del diametro celular y a las cuatro horas y media aparecen las protusiones
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7. Fraccionamiento y Caracterizacion parcial de otras fosfolipasas presentes en la
interfase proteica obtenida con KCI y Triton X-100.

Con la intencion de fraccionar y caracterizar al mayor nimero posible de fosfolipasas amibianas,
aparte de la fosfolipasa Ao ya descrita, decidimos emplear la fraccién solubilizada en presencia tanto

de 1 M KCl y 0.5 % de Triton X-100. Esta condicion como fué mostrado anteriormente (Figura 10,
Seccidn 3), es aquella en la que se logra la mayor solubilizacion de actividad fosfolipasica a partir de la
interfase protéica.

L N . -
srele () QU ] spatgelells 8le

7.A. La [raccion oblenida con KCI-Tritén X-100 presents

cromatoenfoque,

La fraccién solubilizada con KCI-Tritén X-100 fué diluida 10 veces en un amortiguador de Tris-HCI
100 mM pH 9.4 y se aplico a la columna de cromatoenfoque. Las proteinas fueron eluidas con un
gradiente lineal de pH de 9.4 a 4.0, en presencia de Tritdon X-100 al 0.05 %; a las fracciones se les
midi¢ su Apgq, asi como su actividad fosfolipasica (Figura 25). Como puede observarse, se resolvieron
8 fracciones con actividad enzimatica tipo A (A{ y/o Ap), la primera sale en el cargado de la columna, la
segunda se eluye entre un pH de 8.2 y 8.1, la tercera eluye a pH de 8.0 y 7.3 (que se asemeja a la
fraccion H), la cuarta, quinta, sexta y séptima se eluyen en un pH entre 7.2-6.4, 6.4-5.5, 5.5-4.8 y de 4.8-
4,0, respectivamente, y la Gltima con el tratamiento de alla fuerza ionica. Resultados semejantes fueron
encontrados en cromatografias de 2 preparaciones distintas. Las fracciones | y VIl dieron patrones
electroforélicos alin muy complejos, por lo que ya no se siguieron caracterizando.
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Figura 25. Cromatoenfoque de la fraccién obtenida con KClL 1.0 M vy



gk

45

25, con la presencia de 2 mM de EDTA 6 2 mM de calcio cuando en las mezclas de
ensayo usamos como SsSubstrato (19ciFCc(2) y 10 pnl de la fracciones del
cromatoenfoque. Determinamos la radioactividad correspondiente a [14C]AGL
después de separar los productos mediante cromatografia en placa fina, ver

métodos.

8.8. Las fracciones preseptan actividad fosfolipdsica del tipo A> y A4.

Las fracciones li, V, Viy Vil contienen aclividad foslolipdsica del tipo Ao (que es mayoritaria en
lodos los casos) y aclividad del tipo A4 (Figura 27), ya que encontramos un incremento tanto en las
manchas correspondientes a [T4CJAGL y ['4C]LFC, cuando usamos el substrato [14CJFC(1). En tanto
las fracciones Il y IV presentan actividades fosfolipdsicas de! tipo A, solamente, ya que sdlo
encontramos radioaclividad presente en las manchas cromatograficas correspondientes a [V4CJAGL
cuando usamos como substrato ['4CJFC(1) (ver Figura 27). En ninguna de las fracciones analizadas
encontramos una hidrélisis importante cuando usamos como substrato a [1*CJLFC, para detectar

actividad de lisofosfolipasa.
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Figura 27. Identificacién del tipo de fosfolipasa presente en 1las
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fracciones II-VII, Determinamos a tiempos variables de incubacién a 37 °C las
actividades fosfolipdsicas y de lisofosfolipasas presentes en la fraccién II al
VII. Se ensayaron 600 ng de las fracciones II1,IV y V, 660 ng de las III y VII, y
1,900 ng de la VI, en un volumen de reacciétn de 20 Ul (ver métodos). Se indican
los productos de hidrélisis, [Yc1aGL (Q) y (*CILFC (@), cuando se empled el
fosfolipido marcado s6lo en el acilo de la posicién 2, [YCJFC(1). Los (M)
representan los [lqc]AGL,liberados a partir del lisofosfatidilcolina ([14C]LFC)
como substrato.

8.C. La aclividad fosfolipdsica de las fraccions pyede aun resolve N dos components

fi fini

Las fracciones oblenidas del cromatoenfoque (ver Figura 25), se cromatografiaron en la columna
de afinidad (IR), a cada fraccion se les ahadi¢ Tris/HCl y CaCl, a fin de ajustar las concentraciones a

100 y 2.5 mM, respectivamente y el pH a 8.0. En eslas condiciones cada fraccion fué cargada en una
columna de IR-sefarosa 4B y elufdas en las condiciones indicadas en la Figura 28. Encontramos que
tanto las fracciones lll, IV, V y VI pueden aln resolverse en dos componentes con actividad
fosfolipdsica. El primer componente se eluye en el cargado y no presenté especificidad sobre el IR, ain
cuando fueron recromatografiadas en la misma columna y bajo las mismas condiciones, lo que nos
indicé que no fué problemas de saturacion del ligando presente en la columna empleada. El segundo
componente que si se pega al ligando (IR) se eluye en el caso de las fracciones Il y IV con EDTAy en
los casos de las fracciones V y VI, con un cambio de pH (ver Figura 28). Eslos resultados nos sugieren
que estas fracciones presentan cuando menos dos actividades fosfolipasicas con afinidades diferentes
al ligando en la resina de afinidad. También encontramos que las fracciones Il y VIl solo presentaron un
pico de actividad fosfolipdsica que si se pega a la columna y ambas son eluidas con EDTA (Figura 28).
Estas fracciones en gel de electroforesis de poliacrilamida con SDS, observamos varias bandas
protéicas, confirmando la no homogeneidad de estas fracciones.



47

(o) (»yemd) NOI1DMMIO

: &

Bd
T

OLVIINIYE U¢ 2

L.z I
T

- |
| 3
=z
= T
(&}
&) -
"< =
R [ ]
F o
1 L 1 | | N
Yy} (=] (Vo] =] W o
o o - - '=1 (=)
wu 0g7
(0-0) ‘v

(e-@) (sapomd) OAIDNQ0NL OLVIINTVL _uvp_

-1 12000
8000
6000

g .

FRACCION 11

113

mi

mi

FRACCION V

{e-8) (mpmd) OAIDNUCEL OLYLINIVE _uv_._

: g

m
-
L1

1,00 s V.t

0,75 |

(0-0y " 0%

Y

(e-8) (s30wd) 0QIINAOUd OLYIIKIVL [y )

FRACCION 1V

2 8 § B
- S 7.3 o o
L3 ¥ L

" o
> | -
L]

TS _ =
S o
L d

i o E

o
St

L > o
i~ L ol
. | 1 o
o o =) o o
< @ - N o
o o o =] o

uwu Q8T
(0-0) v

mi
FRACCION YII

(0-@) (miowd) OQIDNA0Xd OLYLINTIVL _Ug_

FRACCION V1

=1 10000

-{ 8000
6000
000

8
o
o~
L]

> o

L ) & 1

& 8 8 8 ¢ & 8
-— -— o o o o o
(0-0)™" 98T y

mi

o
-
~
= °
- U=t b=
St @~ L.
= L]
o
L
— =
- —
1 ) IR I 3 1 o
o L3 =1 i o
n" - - (=] [~
|u (8T
(0-0) v
(9-@) {(Pwwd) NOIDNA0Ud OLVLINIVE _uv w_
(=3 (=]
$ & & 8
N = - [Ts3 o
L 4 3
«
lo

ml

Cada

II-VII.

fraccibnes

Cromatografia de afinidad-IR de 1las

28,

Figura



g L e

48

grafica corresponde a las fracciones del cromatoenfoque indicadas (ver Figura
25) . Aplicamos cada muestra en una columna de afinidad-IR (0.44 X 5.4 cm) con
0.8 ml de resina, previamente equilibrada con un amortiguador inicial de Tris-
HCl 100 mM y eluimos cada columna con: A) el mismo amortiguador conteniendo
0.5 M de NaCl, B) Tris-HCl 100 mM, conteniendo 50 mM de EDTA y C) 0.1 M de éac.
acético. Colectamos las muestras de cada columna en fracciones de 1 ml/tubo. La
actividad de fosfolipasa la medimos por radicensayo como se describe en métodos
y la proteina fué seguida por Ajgqg. Las fracciones obtenidas con &cido acético
las recibimos en tubos que contenian 1 ml de Tris~HCl 1 M.

9. La fraccion Il (KCI) y la fll (KCl y Triton X-100) equivalen a la misma forma de
fosfolipasa Ag, aparentemente,

La fraccion Il proveniente del extracto de P30 con 1 M de KCI (Figura 11, Seccién 4-A) y la fraccion
Il del extracto con 1 M de KCI y 0.5 % de Tritén X-100 (Figura 25, Seccion 7-A) comparten las
siguientes propiedades; que sugieren son equivaientes: i) eluyen entre pH 8.1 y 7.3 en la columna del

cromatoenfoque (Figuras. 11 y 25). ii) sélo presentan aclividad de fosfolipasa del tipo Ay (Figura 16 y

Figura 27). iii) su pH ¢ptimo aparente es de 8.0 (Figura 17) iv) la actividad enzimatica de ambas
fracciones es inhibida por EDTA (Figura 26). Sin embargo, la actividad citotoxica y hemolitica de la

foslolipasa de la fraccién Il del extracto con KCly Tritén X-100, aun no ha sido determinada.

Estas propiedades se resumen en la Tabla ll, donde se incluyen los resultados para los demas
fracciones.
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TABLA Il

CARACTERISTICAS DE LAS DISTINTAS FRACCIONES
CON ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA DE

E. histolytica

Fracciones del pHde  Tipo de actividad Inhibicién No. de aclividades
cromatoenfoque elucién  determinado por EDTA separables por
apH 8.0 IR-Selarosa

! 9.4 NR' NR N.R.

| 8.2-8.1 A{AtyA2) Estimulacién 1

i 8.0-7.3 A2 ++ 23

v 7.2-6.4 A2 ++4 2

v 6.4-5.5 A{AtyA2) - 2

vi 55-4.8 A(AlyA2) + 2

\! 4.8-4.0 A(A1yA2) + 1

Vill NaCl N.R. NR N.R.

lIKCI 8.1-7.3 A2 +++ 23

“N.R: No realizado
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V. DISCUSION

La virulencia de los microorganismos, incluyendo la de los protozoarios es un fenémeno muy
complejo que depende de dos propiedades generales: invasividad y toxigenicidad (62). La virulencia
de Entamoeba histolytica -cuyos mecanismos patogénicos se desconocen en gran parte-, parece
depender fundamentalmente de su invasividad ya que su efecto destructivo se leva acabo por su gran
capacidad para proliferar y destruir los tejidos del huésped (40,42,48,52,63,64). En los Uitimos afios se
ha propuesto fas siguientes cinco etapas como conslituyentes probables en una parte importante de
los mecanismos patogénicos de las amibas, y que pueden analizarse cuantitativamente in vitro, estas
son: quimiotaxis (40,65), adhesion a las celuas blanco (40,63,66), citolisis por contacto
(40,43,56,63,65,67), fagocitosis (40,63,65,66,67) y degradacién intracelular (40,63,65,67,68).

En nuestro grupo estamos interesados en estudiar los posibles factores involucrados en la citélisis
por contaclo de estos parasitos, sobre las células blanco. Desde hace algunos anos se ha propuesto
que la presencia de actividades biolégicas asociadas a membranas o liberadas al medio de cullivo,
podrian estar involucradas en los mecanismos liticos usados por este parasito; tales son: lectinas
(69,70), colagenasa (71,), proteinas formadoras de poro (amibaporo) (44,45), tiol-proteasas (46,47),
hemolisinas y citolisinas (40,42,43,48,50,51,52,56,63). En estos ultimos dos mecanismos liticos se ha
propuesto que una o varias fosfolipasas del lipo Az estan relacionadas con estas actividades
patogénicas de Entamoeba histolytica y que ésta(s) podria(n) ser un posible factor de virulencia del
parasito (40,41,42,43,52,53,56).

En 1980 Said-Fernandez y col. demostraron actividad hemolitica en homogenados de amibas, la
mayor actividad se localizé en una fraccién subcelular llamada "P30". Esta fraccién (P30) es vesicular,
es decir, estd compuesia por vesiculas selladas -analizadas por microscopia electréonica (50) de
membrana celular, asi como de las vesiculas digestivas y lisosomales propias de los trofozoitos (50).
Anteriormente, habiamos ya encontrado que el grueso de la actividad fcsfolipdsica (53), asl como la
aclividad hemolitica y citolitica se localizaban en dicha fracciéon (50,52,56), la cual es cualro veces
mayor que en los extractos totales amibianos (50). Por estas razones, decidimos emplear la fraccion
P30 como punto de partida para la caracterizacion y purificacion de las actividades fosfolipasicas ya
que la determinacién de actividades biolégicas en la preparaciones libres de celulas y su
caracterizacion general en extractos crudos son un prerrequisito para intentar la purificacion de los
factores responsables. Esta fraccion P30 es maxima en presencia de calcio (1 mM) y a pH 8.0, y
ademds su potencia basal se incrementa hasta 100 veces después de 36 hrs de incubacién a 37 °C
(50). El efecto hemolitico se debe en realidad a dos componentes: uno termoestable y el otro termolabil
(52). El primero esta constituido por acidos grasos libres; posiblemente generados por una fosfolipasa
A, la cual podria ser el factor hemolitco termolabil (52).

Después encontramos que la fraccidn P30 proveniente de extractos de trofozoitos cultivados
axénicamente de E. histolytica (HK9), tienen dos lipos de actividad fosfolipasica, una A4 y otra Ap,

ademas de una lisofosfolipasa. La aclividad se debe al efecto de dos tipos de fosfolipasa: una cuya
aclividad maxima se detecla a pH 3.5 y no requiere calcio y la otra que si require calcio y cuya actividad
maxima es a pH 8.0 (53). Varios de nuestros hallazgos fueron confirmados por Ravdin y col. (41,42),
donde demuestran dos tipos de fosfolipasas presentes en E. histolytica, una soluble e independiente
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de calcio con un pH 6ptimo acido y la otra asociada a la membrana plasmatica, dependiente de calcio
con un pH opitimo alcalino. También probaron varios inhibidores de fosfolipasas del tipo A, y estos
disminuyeren la accion citolitica de trofozoitos y extractos de E. histolytica (42) sobre células CHO. Sin
embargo, sélo uno de los inhibidores que emplearon el de Rosenthal (IR), puede considerarse como
especifico para fosfolipasas; los otros (quinacrina, fosfatidilcolina e hidrocortisona) pueden tener
ademas otros niveles de accion como la alcalinizacion de lisosomas o la estabilizacion de membranas.
Ademas en el caso del IR (42) fué ulilizado en una sola concentracién (10 mM) la que es muy alta para
considerar que su efeclo sélo sea a nivel de estas enzimas.

Obtuvimos la fraccién P30 de los exiractos totales (Figura 3) de los trofozoitos, medianle la
homogeneizacidn mecanica para preservar, en lo posible, la compartamentalizacion subcelular: otros
investigadores rutinariamente homogenizan los frofozoilos mediante la sonicacion 6 ciclos repetidos de
congelacion-descongelacion, con lo que posiblemente se desnaturalizan algunas enzimas. Ello
explicaria la falta de éxilo en mulliples intentos para detectar algunas aclividades en los extractos
amibianos (73,74). Evitamos el uso de suero, de medios indefinidos 0 de cualguier componenle en las
mezclas de ensayo que pudieran interferir con la actividad litica de P30 6 la actividad fosfolipasica.

Elegimos a la cepa HK9 de E. histolylica para desarrollar este trabajo por ser una de las cepas
que produce mayor rendimiento en los cultivos (57,75) y porque en ella se detectaron y cuantificaron
las actividades de hemolisis (50,52,75), cildlisis (48,56,) y actividad fosfolipasica amibianas (42,53).
Seleccionamos como células blanco a los eritrocitos humanos por ser células susceptibles al efecto
litico de las fracciones amibianas y la composicidén y estructura de sus membranas son bien conocidos
(2) y porque éstas células son muy abundantes y faciles de obtener y manipular. Ademas utilizamos a
las células de ovario de hamster chino, ya que estas son células nucleadas que pueden presentar una
respuesia de reparacién frente a un dafio producido por algdn agente litico o inducir sistemas de
defensa, y porque se conocen bien los efectos de las hemolisinas y citolisinas amibianas sobre los
cultivos de estas lineas celulares (40,41,42,43,48,56,76).

De acuerdo con lo anterior, exploramos con mayor detalle el efecto de dos inhibidores especificos
de fosfolipasas sobre la accion litica de la fraccién subcelular P30 y sus fosfolipasas sobre células de
mamifero {eritrocitos humanos y células de ia linea CHO), como punto de partida para la separacion de
las fosfolipasas de la fraccion subcelular mencionada. Entre estas, seleccionamos una, cuyas
caracteristicas concuerdan con las de la fosfolipasa-hemolisina-citolisina propuesta por nuestro grupo
(53) y el de Ravdin, una Ao, dependiente de calcio, con actividad a pH 8.0, la cual purificamos a
homogeneidad y caracterizamos, confirmando que esta enzima de un peso molecular de 15,000
Daltons, tienen una actividad hemolitica y citolitica directa; y por lo tanto puede tener un papel
importante en el mecanismo patogénico de la amibiasis. A continuacién discutimos los hayazgos mas
importantes de este trabajo.

En el estudio de Ia posible participacion de las fosfolipasas en la virulencia de amibas, empleamos
el efecto de dos inhibidores especificos de fosfolipasas del tipo A sobre la accion litica de la fraccion
subcelular P30 sobre eritrocitos humanos. Los inhibidores que empleamos fueron dos analogos no

hidrolizables de fosfatidilcolina: el PC (1-11-carboxiundecil-2-hexadecil-L-1-glicero-3-fosfatidilcolina)
(26) vy el IR (dimetil-dI-2,3-distearoilpropil-2*-hidroxietil-acetato de amonio) (49). En fases preliminares
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del uso del PC” en la actividad hemolilca de la fraccién P30, encontramos que no fué un buen inhibidor
en solucién para las fosfolipasas amibianas, lo que nos sugirié que posiblemente tampoco lo era como
ligando en una columna de afinidad, esto lo comprobamos mas adelante al acoplar este inhibidor a
sefarosa 4B y no encontrar una afinidad al ligando, de aigunas fosfolipasas solubilizadas de Ia fraccion
P30. En vista de ello decidimos analizar al otro candidato el inhibidor de Rosenthal (IR).

La participacidén del IR en la hemdilisis, la determinamos en la liberacién basal de hemoglobina
inducida por éste inhibidor, encontramos que con 150 uM la hemoglobina liberada fue del 26 %
después de 7 hrs de incubacién (Figura 4), lapso de tiempo suliciente para observar el efecto
hemolitico de casi cualquier agente lilico, asi como las fracciones amibianas y fosfolipdsicas.

Analizamos después en el modelo experimental de hemdlisis la participacion de las fosfolipasas de
P30 amibianas. Obtuvimos el 100 % de hemolisis a las 7 hrs con P30 sin preincubar, lo cual es
congruente con los datos obtenidos anteriormente que fué de 8.5 hrs con eritrocitos de rata (50). El
liempo tan prolongado de lisis por la P30 puede deberse a: a) que algunos factores hemoliticos
amibianos se liberen en forma de proenzimas y se requiera este tiempo para su activacion, b) que la
hemolisis sea un proceso secuencial, es decir, que varios factores actuen en forma de cascada, hasta
que se produzca la lisis, ¢) que los faclores liticos se encuentren en baja concentraciéon y requieran
horas para alcanzar el maximo efecto hemolitico, d) que se requiera la acumulacién de factores liticos
como los &cidos grasos para la destruccion celular. Observamos que la DHgg correspondié a 110 pug
en 7 hrs de incubacién a 37 °C y e) que las fosfolipasas estan protejidas dentro de las vesiculas de la
{raccién P30 y necesitan tiempo para ser liberadas (Figura 6). Con estos resultados pudimos confirmar
lo esperado, que esta fraccidn sin incubacion posee actividad hemolitica, cuantificable y reproducible,
sobre los eritrocitos humanos, la cual fué dependiente tanto del tiempo de incubacion como la dosis de
extracto (Figuras. 5 y 6). Con respecto al tiempo de incubacidn encontramos que ésta actividad
presenta un perfodo lag de aproximadamente § hrs, en preparacion preincubadas de P30, la hemolisis
se inicia inmediatamente (50). La fase lag con preparaciones enriquecidas no se presenta y esto
puede deberse a la contribucidén de hemolisinas de efecto mas rapido (48) y posiblemente a ios
eritrocitos empleados en nuestros ensayos sean menos susceptibles al efecto hemolitico de la fraccion
P30, lo cual ya se conocen (51).

Con los resultados anteriores determinamos el efecto del IR sobre la actividad hemolitica de P30,
este disminuy6 fuerlemente la liberacién de hemoglobina, a una concentraciéon de 20 uM se alcanza
una inhibicién de aproximadamente 90% y no aumenta aun con mayores concentraciones del inhibidor
(Figura 7). La DHgq fué de 10 uM, lo que indica que la actividad del IR como inhibidor de las

{osfolipasas A amibianas es buena. Estos resultados coinciden con lo ya reportados por McCaul y col,
donde usando este mismo inhibidor in vitro puede inhibir ef dafio producido por trofozoitos Integros y
activos sobre células de mamifero (43).

Los datos presentados anieriormente, muestran que el IR es un potente inhibidor de la actividad
hemolitica producida por las fosfolipasas de P30. El IR, de hecho, fué disefiado como un anélogo de
fosfatidilcolina para inhibir a la fosfolipasa A de la serpiente mocasin Agkistrodon bilenealus (49) y
ademds de los estudios de J. Ravdin referidos anteriormente, también fué utilizado para inhibir la
cilotoxicidad mediada por fosfolipasas de mamiferos (40,41,42). De esta manera y en ausencia de
datos que indiquen otro nivel de accidn, los resultados de 1a inhibicion por IR de la hemdlisis inducida
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por la fraccion P30 suguieren, que una o mas fosfolipasas A esta involucrada en el mecanismo litico
ejercido por dicha fraccién.

En base a los resultados con el IR, desarrollamos con éste un nuevo adsorbente para fosfolipasas
del tipo A, y para la optimizacién de la columna de afinidad usamos venenos de animales que son ricos
en fosfolipasas (1,3,4,5,6). Estos resultados estan formalizados en el articulo "A NEW AFFINITY
ADSORBENT FOR THE PURIFICATION OF PHOSPHOLIPASES Ay AND A, FROM ANIMAL VENOMS,

por VARGAS-VILLARREAL, J.; MARTIN-POLQO, J.J.; REYNAUD, E. Y ALAGON-CANO, A; TOXICON
(1991) Vol, 29: pp 119-124. Este articulo forma parte de la presente tesis y se adiciona una copia del
mismo.

Empleamos a la fraccion P30 para la caraclerizacion y purificacion de las actividades fosfolipasicas
amibianas, ya que en ella reside mas del 90 % de las aclividades hemoliticas, citoliticas y fosfolipasicas
(50,53,56); pero esta [raccion (P30), es vesiculada (50). Por ello, decidimos incluir un paso de
deslipidizacién de la fraccién en base a que existen reportes de que los fosfolipidos endégenos
interfieren con 1a unién de las fosfolipasas a ligandos especificos inmobilizados, ya sea secuestrado a
las fosfolipasas en bicapas lipidicas ¢ bien, mas frecuentemente, uniéndose al ligando por
hidrofobicidad, disminuyendo asi la cantidad del ligando disponible en ia columna y una vez
inmobilizado podria tener interacciones inespecificas de proteinas no deseadas; la remocion de los
lipidos resuelve estos problemas (77,78).

Probamos varios disolventes con diferentes propiedades en la deslipidizacion de P30,
Encontramos que el éter elilico did mejores resultados, en términos de la aclividad fosfolipasica
recuperada (Figura 8). Es de llamar la alencién que otros disolventes, comunmente utilizados para
deslipidizar, e incluso para purificar parcialmente algunas proleinas membranales, como la acetona,
etanol y cloroformo, destruyen casi en su tolalidad la actividad fosfolipdsica amibiana, lo que sugiere
fuertemente que las foslolipasas amibianas son muy hidrofébicas y que sus estructuras terciarias se
pierden con compuestos de constante dieléctrica mas altas que las del éter etilico. Con este compuesto
observamos que la suma de las aclividades en el precipitado y en la fase acuosa es mayor que la
encontrada en la fraccion P30 intacta. Existen varias explicaciones a este hallazgo: a) que la
accesibilidad del substrato haya aumentado después de la deslipidizacién, b) que se haya removido
un inhibidor con fa extraccién, y/o ¢) que haya ocurrido un proceso de activacion.

Después probamos varias condiciones para solubilizar la actividad de fosfolipasa. Para ello
empleamos dos metodos comunes para esle proposito; a) alta fuerza ionica KCI 1M, ya que esta
generalmente disminuye las interacciones electroestélicas entre las proteinas y los lipidos remanentes
cargados {30,77,78) y b) varios detergentes con propiedades distintas (idnicos, no iénicos,
zwiteridnicos y anionicos) a 0.5 % (p/v); escogimos esla concentracion, ya que es io suficientemente
alta para lograr la solubilizacion de las proteinas hidrofdbicas, y lo suficientemente baja para intentar
después la separacién del detergente (2,30,77,78). Encontramos que la solubilidad de la actividad
fosfolipasica, fué de 26 % con KCl y 27 % con Tritén X-100, cuando fueron utilizados de forma
independiente (Figura 9). La poca solubilizacién obtenida con los otros detergentes usados, se puede
deber: a) que éstos se peguen directamente al sitio activo de la enzima, como ha sucede con otras
proteinas (4,77,78) 6 b) que desnaturalicen fuerlemente a las proteinas (4,77,78). Con ia intencion de
solublizar mayoritariamente la actividad fosfolip4sica de la fraccién protéica deslipidizada, intentamos
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solubilizar ésta con KCI 1 M y los delergentes que habian dado mejores resuitados en el experimento
anterior. Encontramos que la combinacién de 0.5 % Triton X-100/KCl 1M (Figura 10), solubilizé un
85 % de ta actividad fosfolipasica asociada a la fraccion membranal.

Decidimos iniciar la purificacion de las fosfolipasas amibianas utilizando la preparacién de KCl 1 M,
ya que presentaba aclividad fosfolipasica soluble en ausencia de detergentes. Los detergentes
interfieren fuertemente con los ensayos de hemdlisis y cilotoxicidad; la interferencia puede ser de dos
maneras: produciendo per se lesiones en {as membranas de las céiulas blanco y/o potenciando
dichas actividades e interfiriendo, como en el caso del Tritdn X-100, en la determinacién de la
concentracion protéica en las muestras. La remocién de los detergentes, se basa en separar estos de
las proteinas o substituirlos por otro detergente que sean dializables, generalmente empleando:
fillraciéon en gel, cromatografia de afinidad 6 reconstitucion con fosfolipidos de composicién conocida.

Por otro lado fas amibas presentan una fuerte actividad proteolitica, casi el 90 % de ella depende
de sulfihidrilo proteasas {(46,47). Por ello duranie los experimenlos de purificacion se incluyé un
inhibidor reversible para estas enzimas, el p-cloromercuribenzoato de sodio. El inhibidor se emple6 en
todos los pasos a una concentracion de 0.1 mM; a esta concentracion este no tiene acciones deleléras
sobre la actividad foslolipasica total de P30.

Los primeros intentos de purilicaciéon de [a fosfolipasa solubilizada con KCl 1 M fueron hechos
pasando la fraccion directamente por una columna IR-sefarosa. En estas condiciones la mayor parte de
la aclividad se une a la resina y es eluida con EDTA. El anéalisis electroforético de la fraccién con la
actividad de fosfolipasa mostrd varias bandas. En vista de lo anterior, decidimos incluir un paso previo
de fraccionamiento, cromatoenfoque en columna, que separa proteinas de acuerdo a su punto
isoelectrico (79).

La proteinas eluidas en el cromatoenfoque de la fraccion solubilizada con KCI 1 M, mostré 3
actividades fosfolipasicas, que las identificamos como |, la que no se pega a la columna, indicando que
tiene un pl muy alto, |1, que eluyd dentro del gradiente de pH (entre 8.0y 7.3) y representé el 38 % de la
actividad fosfolipasica total y Ill, que se eluye con alta fuerza iénica (Figura 11). Toda la actividad
proteolitica, medida por la capacidad de degradar caseina se localizé en el rango de pH entre 9.0 a
8.5. La actividad proleolitica puede medirse ya que el inhibidor de tiol-proteasas, p-
cloromercuribenzoato de sodio, es reversible en presencia de allas concentraciones de 2-
mercaptoetanol (47). Es de hacer nolar que estas proieasas son activas en presencia de allas
concentraciones de 2-mercaptoetanol, es posible que la explicacion de este hecho resida en que las
amibas crecen en un medio con potencial de oxido-reduccion muy elevado (68).

Una vez obtenida la fraccién Il mediante la técnica de cromalonfoque, continuamos [a purificacion,
esta vez utilizando una columna de IR-sefarosa. La actividad fosfolipasica se separd en tres
componentes (ll.1, 1.2 y I1.3) (Figura 12). Las fracciones 1.1 y I.3, presentaron una actividad especifica
muy baja; se congelaron a -70 °C para su posterior caracterizacion. El patron electroforético de la
fraccidn i1.2 iodinadas y la deteminacion de su pureza revelé en geles de poliacrilamida de SDS en
condiciones no reductoras dos bandas protéicas de aproximadamente 30,000 y 15,000 Daltons, en
condiciones reductoras s6lo aparece una banda protéica de aproximadamente 15,000 Daltons,
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demostrando que la banda de 30,000 corresponde al dimero de la fosfolipasa (Figura 13). Este
resultado determinado por nosotros no es congruente con lo reportado por el grupo de Ravdin y col.
para las dos fosfolipasas amibianas, donde reportan un peso molecular de 38,000 Daltons,
determinada por filtracion en gel (80), 6 que la fosfolipasa purificada por el grupo de Ravdin es distinta
de la que nosotros reportamos en esta tesis.

Después observamos el comportamiento de la fosfolipasa homogénea de la fraccién 1.2, con las
muestra iodinadas en geles de condiciones nativas de Tris-HCI (Figura 14). Encontramos también sélo
una banda prolgica. La determinacion del punto isoeléctrico de la actividad fosfolipasica de Ia fraccién
I1.2 nos reveld un punto isoeléctrico de 7.0 (Figura 15), lo cual este resultado no es congruente con lo
reportado por el grupo de Ravdin y col. (80), el cual observa un punto isoelectrico de 4.5 y 5.5 para
cada losfolipasa descrita por este grupo. Esto nos hace pensar que la fosfolipasa de la fraccion 1.2 es
diferente a las ya mencionadas.

Después invesligamos a que tipo de actividad fosfolipasica correspondia la aclividad detectada en

la fraccién 11.2. Elegimos como substrato [14C]FC(1), marcado en el carbén 1 del acido palmitico
esterificado en la posicién 2 del glicerol, considerando que sl después de la incubacién con la fraccién

[.2 la radioactividad se localizaba en las manchas cromalogralica correspondiente a [14C]LFC. pero no
en la de [4C]AGL, la enzima serla del tipo A4. En el caso contrario esta corresponderia a una
fosfolipasa del tipo Ap. Como sélo encontramos un incremento de radiactividad en las manchas

correspondientes a [14CJAGL, aun cuando usamos el subslrato para determinar actividad de
lisofosfolipasa ([14C]LFC) (Figura 16), deducimos que la fraccion 1.2 presenta sélo actividad
fosfolipsica del tipo Ao, y desde este momento la llamaremos fosfolipasa 1.2 por ser sdlo una

fosfolipasa y provenir de esta fraccion 11.2

La fosfolipasa 11.2 disminuyé fuertemente su aclividad con la presencia de 2.5 mM de EDTA y es
activa con 2 mM de calcio (Figura 26), por lo que concluimos que la fosfolipasa es dependiente de este
cation. Se ha reportado anteriormente que el calcio tiene un papel importante en la virulencia
amibiana, en ausencia del catién la actividad citolitica de este parasito no se manifiesta (40,42,73).
Entre las substancias que disminuyeron la accion citopdtica in vitro de los trofozoitos de Entamoeba
histolytica estan: EDTA, TMB-8, un antagonista de calcio intracelular (81), y verapamil y bepridil, dos
bloqueadores de canales de calcio (40). Ademas la fosfolipasa 1.2 tuvo una actividad enzimatica
maxima a pH 8.0 (Figura 17), aunque conservé una aclividad significativa entre 6.0 y 10.0, lo que
coincide con el pH dptimo de muchas otras fosfolipasas Ao caracterizadas de otras fuentes (1,3,4,5,6).

Enseguida comprobamos que la fosfolipasa 1.2 podria también, al igual que Ia P30 lisar eritrocitos
humanos. Probamos esta hip6dlesis y encontramos que la fosfolipasa 1.2 presenta actividad hemolitica
cuantificable y reproducible, lo cual es dependiente tanto del tiempo de incubacién como de la dosis
(Figuras. 18 y 19). En relacién al tiempo de incubacién, encontramos que desde los 5 min de
incubacién hubo un 35 % de la liberacién de la hemoglobina de los eritrocitos lisados, la cual se
incrementd linealmente y llega al 100 % de hemélisis a 1 hr de incubacion. Estos resultados indican:
i) que la hemdlisis comienza tan pronto como la hemolisina entra en contacto con las células blanco,
ii) que no se presenta una fase lag, 10 que contrasta con lo encontrado con la fraccién P30 no
preincubada que es de horas (ver Figura 5) y iil) que la hemolisina parece ser de accion direcla, es



56

decir, no requiere de la presencia de factores liticos directos como AGL y LFC, para llevar a cabo la
hemolisis. En cambio, con una hemolisina con accion litica indirecta como es la fosfolipasa Ao de
C. basiliscus, se presenta el comportamiento esperado de la fase fag, en presencia del substrato, y la
ausencia de hemolisis si éste no esta presente (Figura 18). Con respecto a la dosis hemolitica de la
fosfolipasa 1.2, encontramos un incremento de la liberacion de hemoglobina proporcional entre 0 y
174 ng, lo que permitié calcular con precision la DHg (64 ng). Con la fosfolipasa de C. basiliscus fue

de 83 ng (Figura 19).

Después analizamos los efectos del IR (inhibidor no hidrolizable para foslolipasas en general del
tipo A) y de la BSA (antagonista que aclua secueslrando a los factores liticos directos, AGL y LFC)
sobre la actividad hemolitica para corroborar {a posible participacion de la fosfolipasa i1.2 amibiana y
de la fosfolipasa pura de C. basiliscus. Encontramos con el IR, una inhibicion de ambos factores
hemoliticos, la Dlgq se alcanzé a una concentracion de 9 uM para la fosfolipasa 11.2 y 3.7 uM para la

fosfolipasa de C. basiliscus (Figura 20). Con fa BSA encontramos que produce una fuerte inhibicion
(Dlgg de 115 ng) sobre la fosfolipasa de C. basiliscus, en lanto que se requiere una concentracion

equivalente a dos 6rdenes de magnitud mayor de seroalbumina bovina para la fosfolipasa I1.2 para
lograr el mismo efecto; en este caso se requirié de 9.5 ug para alcanzar una inhibicion del 50 % (ver
Figura 21). Estos resultados suguieren fuertemente que la fosfolipasa amibiana contenida en la -
fraccion 11.2, es una cilolisina que actua directamente sobre las membranas de las células blanco,
debido a su actividad enzimatica. Concluimos esto por las siguientes razones: a) la hemdlisis se inicia
inmediatamente y por lo tanto no hay tiempo para que se acumulen AGL y FLD, los cuales son liticos
per se (1,3,5,6), b) la seroalbumina bovina no proteje a las células (secuestrando AGL y FLD) y ¢) la
aclividad hemolitica y citolitica producida por la fosfolipasa 11.2 purificada, es inhibida con la presencia
del IR. Estos resultados son sugerentes de la accidn directa de la fosfolipasa para el efecto litico directo
de esta fraccion 1.2,

Mas tarde, determinamos el efecto de Ia fosfolipasa 1.2 sobre las células CHO, cuya sensibilidad a
las actividades citopaticas de exiractos amibianos ya han sido claramente demostrados
(42,48,56,63,73,76,80,81). Encontramos que esta tiene actividad citopatica, cuantificable y
reproducible, sobre las células nucleadas de mamifero, la cual fué como en el caso de la hemdlisis (ver
Figuras 18 y 19), dependiente tanto del tiempo de incubacién como de la dosis (Figuras 22 y 23). De
ambas funciones, posiblemente la méas relevante y Ulil es la dosis-respuesta, que correpondié a un
incremento de las dpm con respecto a la cantidad de fosfolipasa, donde la DCgq correspondio a

720 ng. Encontramos que sélo cuando preincubamos la fosfolipasa de C. basiliscus (que usamos
como control positivo) con fosfatidilcolina por 15 min y generando agentes liticos directos, fué cuando
presentd actividad citolitica (ver Figura 22)

Las imagenes fotogralficas presentadas en este trabajo (Figura 24), nos permitieron observar que
las lesiones producidas por la fosfolipasa 1.2 en las células CHO ocurren secuencialmente,
observandose apartir de la hora y media de incubacion un aumento del volumen celular seguido por
un aumento de tamano y numero de las vacuolas, aparicion de protusiones membranales y
disminucién de la confluencia de la monocapa celular que se agudiza en las células a las seis horas
de incubacién. Con la fosfolipasa purificada de C. basiliscus, observamos un efecto similar que con la
fosfolipasa 11.2, pero en mayor tiempo y en presencia de fosfatidilcolina exégena. Los controles
respeclivos, es decir, s6lo fosfatidilcolina y sélo fosfolipidos, las células no presentaron cambios
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morfologicos aun a tiempos largos de incubacién. Estos resultados cualitativos coincidieron con los
cuantitativos (liberacién de [SH)UTP; Fig. 22). El electo cualitativo que observamos en el dafio celular
producido por la fosfolipasa 1.2, coincide con los mismos efeclos y nosotros dirfamos que iguales con
lo ya reportado con la fraccion completa de P30, sobre estas mismas células (56).

Los resultados anteriores también nos sugieren que la fosfolipasa 1.2 presenta accién litica directa
sobre las membranas exégenas, lo cual es raro en este tipo de enzimas (82); la mayoria de éstas
presentan accién litica indirecta, es decir, produciendo AGL y LFC (1,2,3,4), sblo aquélias que
presentan un sitio de reconocimiento intersticial, que es una pequefa porcién peptidica fuertemente
hidrofobica que puede anclar a estas enzimas en bicapas organizadas para su destruccién, son las
que lienen la capacidad de producir lisis directa (22). Sugerimos que posiblemente la fosfolipasa 1.2
pertenece a este ultimo grupo.

Con la intencién de fraccionar y caracterizar al mayor numero posible de fosfolipasas amibianas,
aparte de la foslolipasa Ao ya descrila, decidimos emplear la fraccion solubilizada en presencia tanto

de 1 M KCly 0.5 % de Tritén X-100 (Figura 10). Esta fraccion fué cromatografiada en la columna de
cromatoenfoque, encontramos que sbélo 6 de eilas se separaron en forma aceptable dentro del
gradiente de pH (Fig. 25). Tanto la fraccién que no se pega al cromatoenfoque (1), como la que se eluye
con alta fuerza idnica (Vi) (NaCl), dada su complejidad electroforética, fueron guardadas a -70 °C para
su posterior caracterizacién. Los resultados del cromatoenfoque y los obtenidos con la columna de
afinidad indican que la fracciéon P30, presenta cuando menos 8 actividades fosfolipasicas distintas.
Este numero elevado de fosfolipasas no es alto ya que se ha demostrado en otras especies la
presencia de cuando menos dos fosfolipasas en la membrana plasmalica (1,3,4), una del tipo A, para
el recambio de foslolipidos y la produccion de &cido araquidénico para la producciéon de
prostanglandinas y otra como segundo mensajero (fosfolipasa del tipo C), cuando menos dos
lisosomales del tipo A4, dos en la membrana interna y externa de las mitocondrias.

Después definimos la dependencia de Cat*; encontramos que la actividad fosfolipédsica de las
fracciones Il y IV son inhibidas fuertemente por la presencia de 2 mM de EDTA, en tanto las fracciones
VI 'y VI fueron sélo parcialmente, la unica actividad no inhibida por la presencia de este quelante fué la
actividad fosfolipasica de la fraccién V. Es de ltamar la atencién que la fraccién Il es estimulada por la
presencia de EDTA, lo cual ya habiamos encontrado con la actividad de fosfolipasa de la fraccion P30
(63). También se incluye la fraccion likc para comparar (Figura 26). Enseguida determinamos el tipo
de fosfolipasas (A4 o Ap) de cada fraccién, donde encontramos que las fracciones Il, V, VI y Vil
contienen la presencia de una foslolipasa del lipo Ao en forma mayoritaria y algo de aclividad de A4
(ver Figura 27). En tanto las fracciones |l y IV presentan so6lo actividad fosfolipasica del tipo Ao, En
ninguna de las fracciones analizadas encontramos una hidrélisis significativa, cuando usamos como

substrato a [14C]LFC para delectar actividad de lisofosfolipasa.

Las fracciones fueron cromatografiadas en la columna de afinidad |IR-sefarosa 4B; encontramos
que las fracciones Ill, IV, V y VI pueden aun resolverse en dos componentes con actividad fosfolipasica.
El primero se eluye en el cargado y no presenté afinidad por el IR, aun cuando fueron
recromatografiadas en la misma columna y bajo las mismas condiciones, lo que nos indicd que no fué
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problema de saturacién del ligando presente en la columna empleada. El segundo componente que si
se pega al ligando y se eluye, en el caso de las fracciones Il y IV, con un quelante como es el EDTA, en
los casos de las fracciones V y VI, con un cambio de pH ulilizando acido acetico (ver Figura 28). Estos
resullados nos sugieren que estas fracciones presentan cuando menos dos aclividades fosfolipasicas
diferentes, con diferentes afinidades a Ia resina con el IR, También encontramos que las fracciones Il y
VIl sélo presentaron un pico de aclividad fosfolipasica que si se pega a la columna y ambas son
eluidas con EDTA (Fig. 28). En geles de poliacriamida observamos que estas fracciones no estaban
puras, es decir habfa varios componentes todavia en los carriles protéicos.

Adn no sabemos cuél es el papel que juegan todas las demas fosfolipasas identificadas en este
trabajo. Algunas pudieran también estar involucradas en la accion citotéxica amibina y otras en el
metabolismo normal de esle protozooario. De hecho, no es posible descartar que la fosfolipasa 1.2
también cumpla funciones convencionales en la célula amibiana. En forma abreviada, el resto de las
fosfolipasas pueden ser descritas de la siguiente manera: la fraccion Il con actividad fosfolipasica del
lipo A4 con pl basico y dependiente de calcio, la IV con actividad Ao con pH 8.0, dependiente de calcio,
pero susceptible a las proteasas amibianas, la acidica V del tipo A4 independiente de calcio, la VI

acldica del tipo A dependiente de calcio y la fraccion Vil del tipo Ay acidica e independiente de calcio.

Las observaciones de los resullados anteriores sugerieren cuando menos 8 fosfolipasas presentes
en la fraccion P30, separables en la columna de cromatoenfoque (Figura 25). Estas se reducen a 4
cuando las manipulaciones (obtencién de la fraccidn P30, deslipidizacion, solubilizacion con Triton y
cromatoenfoque) se realizan en ausencia del inhibidor de proteasas, p-cloromercuribenzoato de sodio,
las fracciones corresponden a lil, IV, V y Vl'y sblo la actividad fosfolipasica de la fraccion IV disminuyd
draméticamente en 48 h, ain cuando esta fraccion se almacené a -20 y -70 °C.

Durante la caracterizacién de la actividad hemolitica de P30, Said-Fernandez y Lépez-Revilla

encontraron que su maximo efeclo ocurria a pH 8.0 y con dependencia de Cat*t (50,75,83). Es muy
probable que exista una identidad entre la hemolisina termolabil, descubierta en trabajos previos
(50,75,83) y la actividad fosfolipasica del tipo A, de la fraccién 1.2 ya que esta se manifiesta a pH 8.0,

es dependiente de calcio y es resistente a proteasas amibianas.

Hasta ahora se han propuesto aisladamente varias moléculas citoliticas para los trofozoftos de
Entamoeba histolytica y se han identificado, y adn purificado algunos factores que podrian acluar
como tales para producir las lesiones en la amibiasis. Es muy probable que todas ellas, y ain mas,
participen en la destruccion tisular y por lo tanto la propiedad citolitica de E. histolytica sea un
mecanismo multifactorial en que posiblemente esta implicada la actividad fosfolipasica que aqui se ha
estudiado. El conocimiento mas profundo de esta actividad permitird determinar de la contribuciéon
especifica de ésta en los mecanismos citoliticos de E. histolytica.

Perspectivas

Como objetivos siguientes nos proponemos obtener informacién de fa secuencia peptidica de la
fosfolipasa 1.2 a fin de poder aislar su gen y caracterizarlo, asi como conocer la distribucién subcelular
de la enzima y definir su contribucién, si realmente la tiene, en los mecanismos moleculares citotdxicos
de los trofozoltos de Entamoeba histolytica.
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A NEW AFFINITY ADSORBENT FOR THI PURIFICATION OF
PHOSPHOLIPASES A} AND A, FROM ANIMAL VENOMS*

Jo VARGAS-VILLARREAL, J. J. MARTIN-POLO, E, REvNaub and A. C. ALAGONT
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1, VARGAS-VILLARREAL, J. J. MARTIN-POLO, B, RevNaubp and A, C. ALAGON. A
new allinity adsorbent for the purification of phospholipases A; and A, from
animal venoms, Toxicon 29, 119-124, 1991, —Dimethyl-pr-2,3-distearoyloxy-
propyl-2'-hydroxy-cthylammonium (Rosenthal's inhibitor) was coupled to car-
boxyhexyl-Sepharose 41, through carbodiimide chemistry. Phospholipase A,
from IHeloderma horvidum horeidum and Crotalus adamantens bind to the
immobilized ligand in the presence of Calt and can be casily cluted under
acidic conditions or in the presence of a chelating agent, respectively, This
allinity mcdia proved to be cllective also in the purification of &
Ca?? -independent phospholipase A from vespid venom, '

PrioseioLiin acylhydrolases are ubiquitous cuzymes and based on their positional
specificity, they can be distinguished as phospholipases Ay (EC 3.1.1.32) and A,
(5C 3.1.1.4) (VAN pEN Boscrt, 1980; Vernien ef ol., 1981). Most phospholipases A that
have been isolated are from animal venoms or miunmalian pancreas origin, where they
aceur in soluble form and high conceatrations (VERUED ef of., 1981, RoseNpira, 1980).
Published examples of purilications ol phospholipases A from other sources are scaree,
mostly because they arc present in lower amounts andfor are membranc-hound (VAN DEN
Boscit, 1980; Aarsman ef al., 1984; Kuamik, 1989), Phospholipases A play important
roles in physiological and pathological conditions and are uscful tools in the structural
analysis of lipids (Barsukov e o, 1980; Virntu cf al., 1981 VADAsS and PRUZANSK),
[98G; CHANG et al., 19806). There is, therclore, a real need for the continuous improvencent
and development of procedures for the purification of such enzymes, Allinity chromato-
graphy is onc of the best choices, as documented by others (Rock and Snypiw, 1975
AARSMAN ¢f al., 1984).

We found that phospholipases A from venoms of i number of aninal species displiayced
different susceptibilitics toward Roscuthal's inhibitor and an alkyl cther analog of
phosphatidyl choline used as a ligand lor the isolation of phaspholipase A, (Rock and
SNYDER, 1975). Rosenthal’s inhibitor, in many instinees, was a much better inhibitor, This
substance was indeed synthesized as @ lecithin analogue to inhibit American walter
maceasin venom phospholipase A (Rosenruar and Guver, 1960) and it has been also

*Part of these results were presenied st the HI Symposium on Animal, Plant und Microbial Toxins of the
Pan-American Section of the Internaionad Seciely on Toxinology ad Qastepee (Mexico), 9-12 Jinauary, 1990,
tAuthor to whom correspondence should be addressed af; above address (Apsdo, Postal 510-3),
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used to inhibit phospholipasc-medinted eytotoxicity of mammalian (IFrvE and Friou,
1975) and protozoan cells (LONG-KruG ef al,, 1985). In this paper the coupling of
Roscnthal's inhibitor to Sepharose 413 and its use in the purilicition of phospholipases A
from saurian, snake and vespid venoms is described,

Yenom from Heloderma horridum horridum (Mexican beaded lizard) was oblained as

previously described (ALAGON ¢ al,, 1982). Venom sac extract from Dolichovespula
mactdata (white-fauced hornet) was a gift from Dr T, P, KiNG (The Rockefleller University,
NY, US.A). Crotalus adamantens (Eastern dismond rattlesnake) venom, cyinogen
bromide activaled Sepharose 413, 1,3-dicyclohexylcarbodiimide and 6-aminohexanoic acid
were from Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, U.S.A. Roscenthal’s inhibitor was oblained
from Calbiochem, Lu Jollu, CA, U.S.A. Other chemicals and solvents used were reagent
gride, :
Two dillerenl protocols were designed in order to obliin variable amounls of
Roscnthal's inhibitor coupled Lo Scphirose, For the preparation of adsorbent with low
tevel of substitution, commercial cyanogen bromide activaled Sepharose 4B (2.5p) was
swollen and washed with 200 mi of 0.1 M sodium carbonate buller (plt 9), The resin was
allowed Lo react with 131 mg () mmole) of 6-aminolicxanoic acid in 15mi pl1 9 buller for
24 hr at room lemperature, The carboxyhexyl-Sepharose 48 obtlained was washed and
suspended in 10 ml ol dioxane containing 200 mg (1 mmole) of 1,3-dicyclohexylearbodii-
mide lollowed by the addition of 75 mg (0.1 mmole) of Rosenthal's inhibitor and 49mg
(0.4 mmole) d-dimethylaminopyridine in 10 ml of dioxanc/chloroform (1: 1 v/v) (WILLIAMS
and Turatum, 1981). After agitating 24 hr at room temperature, the resin was washed three
times with 50 mi cach 2-propanol and chloroform, followed by dioxanc and walter. Highly
substituted adsorbent was obtained as above with two modilications: (1) Sepharosc 413
was activaled with solid CNBr (CuaTRECASAS ¢f al,, 1968), which is the desirable
procedure for the preparation of allinity gels containing large amounts of ligand (KouN
and WiLcnek, 1978); (2) a higher amount of inhibitor (302 mg; 0.4 mmolc) was reacled
with ciurboxyhexyl-Sepharose 413 for 48 hr in chloroform. The amount of coupled inhibi-
tor was cilculated by mcasuring the Falty acid content of Rosenthal inhibitor-Sepharose
4B by capillary gas-liquid chromatography (HHoLMAN e al., 1983),

Chromatographic conditions for phospholipases are described in the Figure legends,
Phospholipase activity was determined titrimetrically with egg yolk as substrate (KING ¢f
al., 1983), Electrophoresis was carricd oul in 7.5% polyacrylamide tube gels conlaining
Tris bulfer (Jovin ef al., 1984) or in 15% slab gels contuining Tris-sodium dodecylsulfite
buller (Lammel, 1970). The protein bands in tube and slab gels were detecled by staining
with Coomassic brilliant blue G-250 (REISNER ¢f al., 1975) or silver (MirRit, ef al., 1980),
respectively, Prior to gel electrophaoresis, protein fractions were dialyzed against 20mM
ammonium acctite buller at plt 6 and concentrated by ultrafiliration with an Amicon
PM-10 membrane, Prolcin concentralion was measurcd  spectrophotometrically by
assuming that 1 absorbing unit al 280 nm = 1 mp/mi, |

The amowunt of coupled inhibilor in the low level-substituted Rosenthal inhibitor-
Scphirose 413 was 0.27 pmole per ml of swollen gel. The highly substituted resin was 10
tintes higher. In both cases, we assumie that the inhibitor formed an ester linkage between
its alcoho! Tunctionality and the carboxylic acid bound to the resin. The usclulness of the
new adsorbent, particularly with the low level-substituted resin, is illustraled with its use
in the purification of dillerent types of venom phospholipases A from three distinet
species. The first example was obtained with the Cu?*-dependent phospholipase A, from
I, N horeidum (Sosa et al., 1986). Scven myg of crude venom conlaining 1050 phospholi-
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FiG, | PURIGICATION OF [l b, horridim YENOM PROSPHOLIPASE Ay ON ROSENTHAL INHIBITOR-
SEPLAROSE A1,
Lyophilized venom was dissodved in (.1 M Tris/HCH buffer w pll .95 containing 25 wM CaCl,
(Wouking bufler) and clariticd by centrilugation, The venom was then applicd 1o the Rosenthal
imhibitor-Sephiarose 418 column (0.44 x 5.4 ¢n, 0.8 ml bed volume), Unbound proteins were cluted
with Joading butler. Alter the Ay, returned 1o baseline, the column was suecessively developed
with the following solutions: loading buller containing 0.5M NaCl, SomM cthylenediamine-
tetraacetic acid in 0.1 M “Tris butler pll 7,95, and 0.8 M acetic acid. Arrows indicate where clulions
will the different butler solutions were initinted, ‘The Bow rate was 14 mifhr and [ractions of about
bl were colleeted, Fractions obtiined with acetic acid were reeeived in tubes containing Yl of
I M Tris/ILCLat pll .95, All columin operttions were earricd oul al room eaperature, ‘The Ay o,
(open circles) and the phospholipase activity (solid circles) are shown, Inset, sodinm dodecylsul-
ale-gel electrephoresis of crude venom (lane 1; 5.2pp) unbound proteins (hine 20 3.2 jig),
phospholipase cluted with acetic acid (e 3; 2 pg), and phospholipase purilied by conventional
procedures (ane 4; 2p). A paralled lane was used to am standard protcins, their mobility and
' wol, wi {in kKDa) is indicated,

pase units, were applicd in 0.3ml of buffer into a Roscnthal inhibitor-Sephirose 41
column, As can be scen in Fig. 1, 27% ol the activity did not bind to the column, This wis
due to saturation of the binding capacity of the column, since rechromatography of the
breakthrough peak in the same column resulted in total removal of the activity from the
venom (resulls not shown),

The bound phospholipase could not be eluted with 50 mM cthylencdinmine-tetraacetic
acid, 1t was cluted only under acidic conditions, U is well established that most
Ca?*-dependent phospholipases of the Ajptype first bind Cu?* and subscquently the
enzyme-Cal* complex binds the substrate (WenLs, 1972), Thercfore, in another experi-
ment the venom was dissolved in 0.1 M "T'ris/FICL ptl 7,95 conlaining 50 mM cthylencdia-
mine-tetraacctic acid and applicd into the same column, The same bufler was used lor the
clution of the unbound malerial. Under these conditions all the phospholipasc activity
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6. 2, PURIEICATION OF C, adantaniens PHOSPHOLIPASES Ay (A) AND D, maculata PIOSPHOLIPASE Ay

(1) ON ROSENTIIAL INTHRTTOR-SEPHAROSE 413 ‘
Chromitographie conditions are as in Fig. |, With D, maculata vennn cihiylenedinminestetra-
aeetic ncid solulion was not used, Tnsels in As denatured {lelt) and native (right} pe! clectruphoresis
of crude venom (kine 13 3.4 ), unbound prateins (lane 23 2.3 ig), and purified fraction (lane 3;
0,9 pp); mative ged (N) was loaded with 35p of pure phospholipises. Inset in I3, sodinm
dodecylsulfate-gel electrophoresis of vespid venum sic extracl (lane 1; 4.1 pg), unbound proteins
< (fane 2; 2.9 i), and purilicd phosphelipase (ane 3; 1.1 ).
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passcd through the column without any significant binding (data not shown), These
results demonstrate the Ca?* requirement for binding of the Heloderna venom phospholi-
pasc A, o the support, The purificd phospholipase A, give o single band in sodium
dodecylsullate-polyacrylivmide gel electrophoresis with a mobility cqual to phospholipasce
A, from the same venom isoliated by conventional procedures (Sosa et al,, 1986), as shown
in the insel of Fig. 1, Also, its specific activity of 1750 U/myg is comparable Lo the activity
previously reported (Sosa et al., 1986).

The adsorbent was also used for the fractionation of 6.6 mg (122 cnzymic units) of
venom from C, adamantens as shown in FFig, 2A. In this case, all the activity bound to the
column and was cluted with S0mM  cthylenedinmine-tetraneetic acid, Fraction i
contained 92% of the initial activity, and its specific activity was increased 20.4 times
compared with that of the crude venom, Electropharetic analysis ol the purilied fraction
yielded one band in the presence ol sodium dodeeylsulfate and two bands under native
condilions as ilustrated in the insct of FFig, 2A. Indeed, it is known that C. adamanteus
venom conliaing (wo proleins wilh phaspholipases A, activity that have similar maol, wi
(Was, 1969).

We also studied the ability of the Rosenthal inhibitar-Sepharose 48 to bind phospholi-
pasc A, by the chromiatography of 2,45 mp (230 units of activity) ol dialyzed venom sac
extract from the white-faced hornet s shown in Vig, 2B, Vespid venoms are known o
contain a Ca?*-independent phosphalipase A, with residual 3 activity (KiNG et al., 1983,
1984). Elution of the enzyme was achicved by lowering the pll The purified enzyme had a
mol. wt of aboul 37,000, (Insct, Fig. 2B) and an cnzymalic specilic activity of
3500 units/img. These values correspond very well to the ones reported Tor purified
homologous protcins from Vespula and Polistes venoms (KNG ef al., 1983, 1984).

The highly substituted resin was unsuitable for the purification of the phospholipases A,
present in the venoms of Heloderma and Crotalus. We found that with such resin many
other proteins bind to the column, Also, the tolal phospholipise activily recovered with
highly derived beads was below 10% of the activity applied {data not shown).

Our results indicate that the Rosenthal inhibitor-Sepharose 413 is a simple and versatile
aflinity adsorbent for the purilication of phospholipases A, and A, The enzymes were
purificd with a high degree ol homogeneity and in more than 85% yicld, "The adsorbent
can be stored at 4°C in J0% methanof with no change in its binding capacity lor at least
[2 months, The ligand used in this alinity adsorbent is rather hydrophobie, which could
explain our resulls with the highly substituted preparation, This phenomenon has been
fully documented and discussed by us for the use of the Rock and Snyder aflinity resin in
the purification of 21, h, horridum phospholipase A, (Sosa ¢t al., 1986). The binding of
unspecific proteins to the adsorbent was substantinlly decreased by lowering the iwmount
of coupled ligand, "The adsorbent so obtained still had sufhicient specitic binding capacity
(about 80 ig of Heloderma phospholipiase per ml ol swollen and packed pgel). We Tound,
however, that its binding capacity decreased after several runs of the same column unless
it was washed with 1% sodium dodecylsulfite after every use. A plausible explanation for
the different clution behavior in the presence of cthylencdinmine-tetraacetic acid belween
the Heloderma and Crotalus phospholipases A, could be a higher allinity for Ca?! in the
cnzyme~inhibitor complex of the former. In fact, it is known that phospholipases A, lrom
dilferent sources display variable aflinitics for Ca®? (Ve ef al., 1981).

The aflinity medium here deseribed has also been a powerlul tool for the pun[u..llmn of
the phospholipases A from other venoms and a membranc-bound phospholipiuse A [rom
LEuntamoeba histolytica (J.V.-Y., PhD thesis, in preparation).
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