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Resumen 

Algunas cepas de E. histoly1 ica resisten la lisis mediada por complemento. 

Las diferencias en la resistencia al complemento en E. hisiolvtica no radican en la 

activación del sistema, sino en el manejo del complejo de ataque a membranas 

(MAC). El objetivo de este trabajo fue investigar los posibles mecanismos de 

resistencia de E. histolytica al complemento. Preparamos la cepa resistente a suero 

humano (R) cultivando la cepa FIN11: IMSS susceptible (S) en medio adicionado 

con suero. La diferencia en la lisis entre ambas poblaciones fue del 50%. La 

posibilidad de que la resistencia se debiera a la capacidad de las amibas R de 

ingerir los complejos de ataque a membranas fue probada por fraccionamiento 

subcelular de amibas de ambas cepas incubadas con suero adicionado con el 

último componente del complemento (C9) marcado con 1251. En ambos casos la 

marca se encontró asociada principalmente a la membrana plasmática y las 

amibas S fijaron 2.5 veces más cpin que las R. La posibilidad de que esto se 

debiera a que las amibas R estaban eliminando el MAC por exocitosis fue 

explorada por exclusión molecular en Sepharosa CL 2B y se encontró que no 

existen diferencias en el material liberado al medio por ambas cepas incubadas 

en presencia de suero humano normal (SHN), suero humano deficiente en C9 

(SHD9) o SHN adicionado con 125IC9. El C9 radiomarcado eluyó junto con el pico 

principal de proteínas y esto indicó que no está asociado a vesículas. 

Los trofozoítos susceptibles adquirieron resistencia por co-incubación con 

lisados de trofozoítos resistentes, lisados de erit•ocitos humanos o eritrocitos 
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humannosen toros. Las amibas que adquirieron resistencia por alguno de estos 

rnétodDs mostraron porcientos de tisis entre 20 v •10 a diferencia de 70 a 90 que 

presenciaron 1 as células susceptibles. Estas células resistentes mostraron un 

marcaje fluorescente intenso con un anticuerpo anti-antígenos de membrana de 

er itrocift toshuinanos en relación a las amibas susceptibles. El logaritmo de la 

in tensictlad inedia de fluorescencia en las amibas R fue tres veces mayor que en 

las S. Aal incubar amibas S por 48 h con eritrocitos radiom arcadas se observó la 

incorpoi radón de algunas proteínas de los eritrocitos a la superficie de la amiba, 

principanIntertte proteínas con pesos moleculares de 97, 78, 43 y 25 kDa. Estos 

resultallos plantean: un mecanismo novedosos de resistencia al complemento en 

E. hisidwila e TI donde la adquisición de moléculas reguladoras del huésped le 

permite resistir la lisis mediada por complemento. 
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Stifilfilary 

Some Entanwelni I 	1 I1(71  strains resist complement mediated lysis. These 

differences in resistance tu complement lvsis do not reside in the activa tion, bu t 

in how the MAC is handled. The objective of chis work was to investiga te the 

possible mechanisms of resistance of E. histolytica to complement. We prepared 

resistant amebas to lysis by human serum culturing the susceptible strain HM I: 

IMSS with increasing concentrations of normal human serum. Resistant amebas 

showed 50% less lysis [han susceptible ones. The possibility that resistant cells 

ingest MAC's was explored by subcellular fractionation of susceptible and 

resistant trophozoites incubated with serum and the last component of 

complement (C9) labeled with 1251, In both cases the label was predominantly 

associated with fractions containing plasma membrane and susceptible amebas 

bound 2.5 times more cpm iban resistant trophozoites. Thus, the possibility that 

the MAC's were released to the medium was explored by gel exclusion in 

Sepharose CL 2B and there were no differences in the material excluded by the 

Iwo strains íncubated with normal human serum (NHS), NHS deficient in C9 or 

NHS spiked with 125IC9. Labeled C9 eluted, together with the main bulk of 

proteins from the medican, which indicated that it is not ín vesicles. 

Coincubation of susceptible trophozoites with. lysates of resistant amebas, 

lysates of human erythrocytes or whole human erythrocytes made susceptible 

cells acquire resistance. Resistant amebas showed 20 tu 40 percent lysis while 

susceptible amebas showed 70 to 90 percent. Also, [hese resistant trophozoites 
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Tabla 1 

Características de Entamoeba histolytica 1  
144:114,04,1 

Morfología 
Ausencia de initocondrias y peroxisomas 
Aparato de Golgi subdesarrollado 

Compartanientalización funcional 
Falta de diferenciación entre vacuolas digestivas y vesículas secretoras 

constitutivas 
Comunicación estocástica e irrestricta entre membrana plasmática y vacuolas 

digestivas 
Enzimas digestivas unidas a la membrana 
Bomba de protones funcional de tipo vacuolar en la membrana plasmática 

Metabolismo y proteínas 
Ausencia de proteínas hémicas, ciclo de los ácidos tricarboxílicos y vía de las 

pentosas 
Piruvato citoplásmico: ferredoxina oxidoreductas/ ferredoxina 
Cinasas dependientes de pirofosfato 
Falta de regulación alostérica en glucólisis 
Ausencia de la vía biosintética del glutatión 
Actina altamente divergente 
Ubiquitina altamente divergente 
Sistema de ubiquitina subdesarrollado 

Organización de DNA y RNA 
Estructuración inusual de la cromatina y ausencia de histonas convencionales 
rDNA en plásmidos extracromosomales circulares 
Ausencia de intimes 
Extremos 5' no traducidos en los mRNA extremadamente cortos 
	 411•101«.•~11, 	 

Cavalier-Smith en 1983 propuso un nuevo (sub)reino, Archezoa, para 

acomodar todos los organismos cuyos ancestros se ramificaron de la línea 

principal eucarionte antes de la incorporación de protomitocondrias. Aquí se 

incluyen Entanweba, Giarrlia y Varimorpha. 

1  Tomada de Bakker-Grunwald y Vskistmann, 1993. 



Abreviaturas 

CCP 
	

secuencias repetitivas en proteínas control del complemento 

cpm 
	cuentas por minuto 

CRI 
	

receptor del complemento tipo 1 

CR2 
	

receptor del complemento tipo 2 

CR3 (Mac 1, CD1 b/CD18) receptor del complemento tipo 3 

CoVF 	factor del veneno de cobra 

C4bp 	proteína que une C4 

DAF 	factor acelerador del decaimiento 

DGV134+ 	amortiguador Veronal-salino adicionado con gelatina y dextrosa 

EAC14b2a 	eritrocitos sensibilizados con 

EBV 	virus Epstein-Barr 

gc-1 y 2 	glicoproteínas de HSV 

GPI 	glicosilfosfatidilinositol 

gp63 	glicoproteína de 63 kDa de Leislunania 

HRF 	factor de restricción homóloga 

HSV 	virus del herpes simple tipo 1 

ICAM-1 	molécula de adhesión 

kDa 	kilodaltones 

LDL-A y B lipoproteínas de baja densidad tipos A y 13 

LFA-1 	antígeno 1 con función asociada a linfocitos 

LOG 	promastigotes de L. wajor en fase logarítmica 



LPS 	lipopolisacaridos 

N1P 	promastigotes de L. majo,' en fase estacionaria 

MAC 
	

complejo de ataque a membranas 

MCP 	proteína cofactor de membrana 

GALNac 	N-acetil-galactosamina 

p150,95 (CD11c/CD18) receptor a iC3b 

PAGE-SDS electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 

PIPLC 	fosfolipasa C específica para fosfatidilinositol 

PN1-1 	hemoglobinuria paroxística nocturna 

R 	En tanweba histolytica resistente a suero humano 

RCA 	reguladores de la activación del complemento 

S 	 En tamoeha histolytica susceptible a suero humano 

SCR 	secuencias repetitivas de consenso 

SDS 	dodecil sulfato de sodio 

SHN 	suero humano normal 

SHD9 	suero humano deficiente en C9 

TRAP 	proteína anónima relacionada a la trombospondina 

VCP 	proteína secretora de 42 kDa del virus vaccinia 
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La reacción enzímática central de este sistema es el rompimiento del 

componente C3 en sus dos componentes primarios C3a y C3b. Esta ruptura 

provoca la exposición de un enlace tioéster que puede reaccionar con grupos 

amino o hidroxilo. La regulación del destino del C3b unido a las superficies 

celulares es uno de los pasos críticos en la distinción por parte del 

complemento entre lo propio y lo extraño. En una superficie activadora se dá el 

fenómeno de amplificación donde el C3b actúa como el sitio de unión para el 

factor B, se forma la convert:asa y permite el depósito de más C3b. Por el 

contrario, en una superficie no activadora se produce una inhibición por el 

rompimiento de C3b llevado a cabo por el factor I que rompe al C3b en los 

fragmentos C3c y C3dg. 

1.3.1 La vía clásica 

Esta vía se inicia por la activación del primer componente que es el. 

complejo Cl formado por los subcomponentes Clq, Cir y as. El an es una de 

las proteínas del complemento más grandes con un peso molecular de 460 kDa 

y una forma inusual. Está formada por dieciocho cadenas polipeptídicas que 

consisten de un dominio corto amino terminal, una región con secuencia 

similar a la colágena y un dominio globular carboxilo terminal. Éstas cadenas 

se asocian en grupos de tres para formar una subunidad que contiene una 

triple hélice tipo colágena y una cabeza globular hecha de tres módulos. Clq se 

une a una gran variedad de sustancias que actúan como activadores de la vía 
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Cuadro 1 

Características de Entamoeba histolytica 1  

Morfología 
Ausencia de mitocondrias y peroxisomas 
Aparato de Golgi subdesarrollado 

Compartamentalización funcional 
Falta de diferenciación entre vacuolas digestivas y vesículas secretoras 

constitutivas 
Comunicación estocástica e irrestricta entre membrana plasmática y vacuolas 

digestivas 
Enzimas digestivas unidas a la membrana 
Bomba de protones funcional de tipo vacuolar en la membrana plasmática 

Metabolismo y proteínas 
Ausencia de proteínas hémicas, ciclo de los ácidos tricarboxílicos y vía de las 

pentosas 
Piruvato citoplásmico: ferredoxina oxidoreductas/ferredoxina 
Cinasas dependientes de pirofosfato 
Falta de regulación alostérica en glucólisis 
Ausencia de la vía biosintélica del glutatión 
Actina altamente divergente 
Ubiquitina altamente divergente 
Sistema de ubiquitina subdesarrollado 

Organización de DNA y RNA 
Estructuración inusual de la cromatina y ausencia de histonas convencionales 
rDNA en plásmidos extracromosomales circulares 
Ausencia de intrones 
Extremos 5' no traducidos en los mRNA extremadamente cortos 

Cavalier-Smith en 1983 propuso un nuevo (sub)reino, Archezoa, para 

acomodar todos los organismos cuyos ancestros se ramificaron de la línea 

principal eucarionte antes de la incorporación de protomitocondrias. Aquí se 

incluyen Entanweba, Giardia y Varimorpha (Bakker-Grun.wald y Mistmann, 1993). 

1  Tornada de Bakker-Grunwald y N/asimilo, 1993. 
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1.2 Patogenicidad y virulencia 

Se considera que Entamoeba histolytica es un patógeno de virulencia 

variable, en donde el grado de enfermedad que provoca varia 

considerablemente:2  La pregunta del por que sólo el 10% de los individuos 

infectados desarrolla la enfermedad ha llevado al cuestionamiento sobre si las 

amibas comensales y las invasivas son dos poblaciones diferentes o si el paso de 

un estado a otro es provocado por condiciones en el hospedero. Diferentes 

autores han mostrado que los trofozoitos comensales difieren en los patrones de 

movilidad electroforética de sus isoenzimas (zimodemos) de aquellos aislados de 

casos sintomáticos de amibiasis (Reeves y Bischoff, 1968; Sargeaunt y Williams, 

1978, 1982; Sargeaunt et al., 1980, 1982). Estas dos poblaciones se llamaron 

inicialmente invasivas y no invasivas y posteriormente patógenas y no 

patógenas. Las amibas no patógenas nunca están asociadas con amibiasis 

invasiva, pero existen amibas patógenas en infecciones asintomáticas. En los 

últimos años se han descrito una serie de marcadores bioquímicos, 

inmunológicos y genéticos que diferencian a las dos poblaciones y no se 

modifican por el grado de virulencia. Ambas presentan una elevada divergencia 

en las secuencias de DNA, comparable a la observada entre genes humanos y 

murinos (Clark y Diamond, 1994). Estas diferencias entre las dos poblaciones 

han llevado a la reubicación de las dos cepas de amibas como especies 

2  Está basado en las definiciones de Gladstone donde describe la patogenicidad como la 
habilidad de producir enfermedad sin especificar las condiciones, mientras que la virulencia es 
la capacidad de producir enfermedad bajo condiciones específicas (Clark y Diamond,1994). 
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diferentes. La especie 	 ¡t'a Sehalidi1111,, 1.903 (1 . 7.,rtipa a las amibas 

patógenas y las no patógenas se nombran como E. dispar 13rtimpt., 1925 (Ciad. 

Diamond, 199-1). 

I.3 El sistema del complemento 

El sistema del complemento es un mecanismo de defensa temprana contra 

infecciones. Está formado por un conjunto de reacciones altamente integradas y 

controladas que combinan mecanismos primitivos de reconocimiento y 

funciones efectoras. Desempeña varias funciones en los organismos tales como; 

un incremento en la permeabilidad vascular, contracción de músculo liso, 

liberación de mediadores de células cebadas, localización de complejos inmunes 

en centros germinales, opsonización y fagocitosis, activación y quien iotaxis de 

neutrófilos y lisis de células, entre otras. 

El sistema del complemento puede activarse por dos vías, la clásica o la 

alterna. En la vía clásica participan las proteínas Cl, C2, C3 y C4 y en la vía 

alterna los factores II, D, FI, I y C3. Ambas culminan en la vía membranolítica 

constituida por las proteínas C5, C6, C7, C8, y C9. Las características generales de 

la activación del complemento incluyen tres procesos que son activación por 

proteólisis limitada, transferencia de componentes de la fase fluida a la 

superficie cíe partículas biológicas y autoensamblaje de componentes que genera 

enzimas altamente específicas y complejos de ataque a membranas. 
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La reacción enzimatica central de este sistema es el romp i mien to del 

componente C3 en sus dos componentes primarios C3a y C3b. Esta ruptura 

provoca la exposición de un enlace tioéster que puede reacciona r con grupos 

amino o hidroxilo. La regulación del destino del C3b unido a las superficies 

celulares es uno de los pasos críticos en la distinción por parle del complemento 

entre lo propio y lo extraño. En una superficie activadora se da el fenómeno de 

amplificación donde el C3b actúa corno el sitio de unión para el factor B, se 

forma la convertasa y permite el depósito de mas C3b. Por el contrarío, en una 

superficie no activadora se produce una inhibición por el rompimiento de C3b 

llevado a cabo por el factor 1 que rompe al C3b en los fragmentos C3c y C3dg. 

1.3.1 La vía clásica 

Esta vía se inicia por la activación del primer componente que es el 

complejo Cl formado por los subcomponentes C1q, Cl r y Cis. El Clq puede 

unirse a una gran variedad de sustancias que actúan como activadores de la vía 

clásica. Entre los mejor caracterizados se encuentran las inmunoglobulinas G y 

M en complejos inmunes, lipopolisacárid os (LPS) y porinas de bacterias Gram 

negativas y la proteína C reactiva unida a un 1 igando. La interacción del 

complejo Cl con complejos antígeno anticuerpo permite la activación de las 

proenzimas Clr y Cis. El Cis activado rompe al C4 en un solo sitio y se forman 

los fragmentos C4a y C4b (Arlaud et al., 1987; Schumaker et al., 1987). C4b 
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interacciona con C2 lo que provoca su ruptura y formación de la convertasa de 

C3 de la via clásica (Clbaa) que rompe al C3 en C3a C3b. 

1.3.2 La vía alterna 

La vía alterna. de activación del complemento representa un mecanismo 

de defensa natural centra agentes infecciosos. Entre los activadores de esta vía se 

encuentran bacterias, lionzos, virus, células infectadas por virus, parásitos, 

algunas células lum orales, factores como el del veneno de cobra (CoVE), enzimas 

Como la tripsina y complejos inmunes. 

La iniciación <de esta vía se da cuando el C3, modificado en el tioéder por 

agua, sufre un cambio),  e.-Npresa una conformación y función del tipo C3b 

llamado C3i (Laclunann y Hughes-Jones, 1984; Pangb u rn y NI tiller-Eberhard, 

1984). C3i se une al factor 13 en presencia de magnesio; el rompimiento 

subsecuente de 11 por el factor D forma una convertasa de C3 de la vía alterna 

que directamente puede romper al C3 en C3a y C3b. El depósito de C3b en las 

partículas activadores permite la unión de éste al factor 13 para ser activado por 

el factor D y formar C3b131n que es también una convertasa de C3. 

1.3.3 Complejo de ataque •ia membranas (MAC) 

Las dos vías de acti-vación del complemento confluyen en la formación del 

complejo de ataque a merribrarias que se inicia con el rompimiento del 
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estructurales entre ellas y con otras proteínas que interaccionan con C3b o C4b, 

tales como el receptor 2 del complemento (CR2) y el factor II y C4bp. Presentan 

entre dos y treinta unidades con una estructura similar de aproximadamente 60 

residuos llamadas secuencias repetitivas de consenso (SCR) o repeticiones de 

proteínas control del complemento (CCP). El SCR es una estructura 

fuertemente empacada y mantenida por dos puentes disulfuro internos 

formados por cuatro residuos de cisteína invariables (Janatova et al., 1989). Las 

unidades SCR consecutivas están arregladas como un "rosario de cuentas", que 

proporciona una forma alargada y varios sitios funcionales importantes para 

las moléculas. El número de SCR difiere entre las moléculas; CR1 tiene 30 y 

DAF y MCP tienen 4. Están codificadas por tres genes localizados en posiciones 

cercanas en el brazo corto del cromosoma 1 (1q32), en donde junto a los genes 

para CR2, C4bp y factor H, forman la región RCA "reguladores de la activación 

del complemento" (Campbell et al.,1988; Hourcade et al., 1989). Todas estas 

moléculas menos CR2 presentan actividad inhibidora del complemento. Sus 

similitudes estructurales, así como sus posiciones cercanas en el genoma 

indican que esta familia de proteínas que unen C3/C4 surgieron por 

reduplicación génica a partir de un ancestro común (Morgan y Meri, 1994). 

La inhibición de las convertasas por estos reguladores puede darse por 

dos mecanismos: aceleración del decaimiento de los complejos enzimáticos 

bimoleculares o promoción del rompimiento de la subunidad no catalítica (Ob 

o C4b) por el factor I. DAF y CR1 presentan actividad aceleradora del 
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decaimiento, disocian las subunidades C2a o Bb de las convertasas formadas y 

también pueden prevenir la asociación subsecuente de sus precursores 

procataliticos C2 y B con C4b o C3b unidos a la membrana. Previenen la 

amplificación del C3 activado en la superficie celular. MCP y CR1 poseen 

actividad de cofactor para el rompimiento proteolítico de C3b o C4b. La enzima 

responsable es el factor I (inactivador de (C3b/C4b) que es una esterasa de 

serina que requiere ya sea al factor soluble o a un cofactor unido a 

membrana (MCP o CR1). Una vez que C3b o C4b son rotos por el factor 1 ya no 

pueden formar convertasas de C3/C5 activas. 

1.3.5.2 Factor acelerador del decaimiento (DAF; CD553) 

La primera descripción de una molécula inhibidora del sistema del 

complemento presente en estroma de eritrocitos fue hecha por Hoffmann en 

1969 (Hoffmann, 1969). Posteriormente se aisló de eritrocitos de cobayo y 

humanos y por su habilidad de acelerar el decaimiento de EAC14b2a recibió el 

nombre de factor acelerador del decaimiento (DAF) (Nicholson-Weller et al., 

1981;1982), Es una glicoproteína con un peso molecular aparente de 70 kDa en 

SDS-PAGE (Nicholson-Weller et al., 1982). En leucocitos su peso es de 80 kDa, 

probablemente debido a una mayor glicosilación. Medof y cols. demostraron 

que DAF purificado puede incorporarse a eritrocitos heterólogos y conservarse 

activo (Medof et al., 1984). Está unida a la membrana por un anda de 

3  La segunda denominación de cada una de las proteínas reguladoras del complemento y 
receptores se refiere a la asignación de un número de diferenciación de leucocitos. 
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gicosilfosfatidilinositol (GI'I) y también se encuentra en forma soluble en 

muchos fluidos corporales y no tiene la capacidad de incorporarse a 

membranas. El DAF unido a al membrana puede liberarse de ésta por 

tratamiento con fosfolipasa C específica para fosfatidilinositol (PIPLC). El DAF 

de eritrocitos presenta un enlace éster adicional por lo que no es sensible a 

PIPLC (Walter et al., 1990; 1992). El DAF liberado por P1PLC es hidrofílico y se 

parece al soluble. No se puede reinsertar en membranas, aunque es capaz de 

interaccionar con las convertasas de C3 de la fase fluida (Davilz et al., 1986; 

Medof et al., 1986). DAF está presente en la superficie de todas las células 

circulantes, células endoteliales y algunas epiteliales (Asch et al., 1986; 

Kinoshita et al., 1985). Hay evidencias que sugieren la presencia de pozas 

intracelulares (Shibata et al., 1991) y en eritrocitos la cantidad de DAF 

disminuye con la edad (Lutz et al., 1992). 

1.3.5.3 Proteína cofactor de membrana (MCP; CD46) 

Esta proteína se une a C3b y es cofactor del primer rompimiento 

mediado por I de C3b, pero no de los rompimientos subsecuentes. No presenta 

actividad aceleradora del decaimiento (Seya et al., 1986); más bien parece que 

su unión estabiliza la convertasa de C3 de la vía alterna (Seya et a1.,1989). Está 

ampliamente distribuido en todas las células circulantes, con la excepción de 

eritrocitos. Migra en SDS-PAGE corno dos bandas anchas con peso molecular 

aparente de 58-68 y 48-56 kDa, que difieren en el grado de glicosilación. No se 
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puede insertar espontáneamente en membranas biológicas, pero su actividad 

de cofactor está expresada también en la fase fluida. De hecho, el MCP de fase 

fluida es 50 veces más activo que el factor FI. Sin embargo, su función principal 

parece ser la de un cofactor intrínseco, inactivando las convertasas de C3/C5 

unidas a la membrana de la misma célula (Liszewski et al., 1991; Oglesby et al., 

1992). 

1.3.5.4 Receptor del complemento tipo 1 (CR1; receptor de C3b/C4b; CD35) 

Es.una glicoproteína polimórfica de membrana que une C3b y C4b. 

Actúa como cofactor del primer rompimiento mediado por I de C3b/C4b y 

también de los rompimientos subsecuentes de iC3b a C3c y C3d,g; también 

posee actividad aceleradora del decaimiento. Tiene mayor afinidad por C3b 

que por C4b lo que hace que inhiba la convertasa de la vía alterna más 

eficientemente que la de la vía clásica. Se distingue de MCP y DAF en que 

actúa sobre convertasas extrínsecas. CR1 itt vivo participa en la unión a células 

fagocRicas de partículas opsonizadas con C3b y en el transporte de complejos 

inmunes en eritrocitos (Schifferli et al., 1986; 1989). 

1.3.5.5 Inhibidores del complejo de ataque a membranas 

Las células nucleadas poseen mecanismos de resistencia que 

rápidamente eliminan al MAC de sus membranas, lo que les permite sobrevivir 

al ataque. Cantidades sublíticas de MAC pueden activar células nucleadas 
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(Morgan, 19893992) y las puede hacer menos susceptibles al ataque del 

complemento (Reiter et al.,1992). También poseen proteínas reguladoras que 

interfieren con el ensamblaje del MAC, de las cuales se han descrito dos que 

son HRF y CD59. 

1.3.5.5.1 Factor de restricción homólogo (HRF) 

En la búsqueda de las moléculas responsables de la restricción homóloga 

descrita hace más de 80 años, tres laboratorios aislaron una proteína de 

aproximadamente 65 kDa de membranas de eritrocitos que inhibe la función de 

MAC (Zalman et al., 1986; Schónermark et al., 1986; Watts et al., 1987). En 

eritrocitos su peso molecular es de 65 kDa y entre 50 y 65 kDa en células 

nucleadas. Puede desprenderse mediante tratamiento con PIPLC de las 

membranas de linfocitos y monocitos, lo que indica que en estos tipos celulares 

está unida por GPI, y una vez purificado puede insertarse en membranas 

haciéndolas menos susceptibles a la lisis (Schbnermark et al., 1986; Zalman et 

41, 1986). Existe HRF de fase fluida y se ha sugerido que puede tener la función 

de incorporarse en MACs formados en células heterólogas e inhibir la lisis 

(Watts et al., 1990). Se sabe que se une fuertemente al MAC en formación e 

inhibe la polimerización de C9 (Schtinermark et al., 1986; 1988), aunque los 

detalles precisos de su acción inhibitoria no se conocen. Se ha reportado que 

HRF inhibe la lisis de células blanco por linfocitos citotóxicos (Zalman et al., 

1987); además, se ha descrito una forma soluble de HRF en gránulos de 
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linfocitos citotóxicos lo que sugiere un papel de esta molécula en la regulación 

de la citotoxicidad (Zalman et al., 1988) 

1.3.5.5.2 CD59 

Esta proteína fue purificada por primera vez por Sugita en 1988 (Sugita 

et al., 1988) y posteriormente otros laboratorios reportaron el aislamiento de un 

inhibidor del complemento con un peso entre 18 y 20 kDa (Davies et al., 1989; 

Holguin et al., 1989; Okada et al., 1989; Whitlow et al., 1990). Es una 

glicoproteína de una sola cadena con un peso molecular entre 18 y 25 kDa. Es 

una proteína muy estable, ya que retiene su actividad durante largos periodos 

de almacenamiento, después de tratarla con tripsina y calentarla a 1000C 

(Sugita et al., 1989), pero es muy sensible a agentes reductores. Los 

carbohidratos unidos al extremo amino terminal forman una estructura 

biantenaria requerida para la función inhibitoria (Ninomiya et al., 1992). El 

CD59 aislado de eritrocitos posee un ancla de GPI resistente a PIPLC debido a 

la acilación del inositol, mientras que el aislado de otras células es sensible. 

1.3.6 Receptores del complemento 

Muchas de las funciones en las que participa el sistema del complemento 

están mediadas por los receptores a los componentes del sistema. Estos 

receptores están expresados en una gran variedad de células y sus funciones 
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son de reconocimiento de ligandos, transducción de señales e inducción de 

respuestas celulares como fagocitosis. En la fagocitosis las partículas 

opsonizadas, es decir, cubiertas con anticuerpos y fragmentos del 

complemento, pueden unirse a células fagocíticas a través de los receptores 

CR1 y CR3. Esta unión activa ciertos mecanismos oxidativos, así como a la red 

de activa lo que permite englobar a las partículas. 

CR3 (Mac 1; CD11b/CD18) y p150,95 (CD11c/CD18) son dos receptores del 

complemento y pertenecen a la familia de las integrinas. Estas proteínas 

conforman una familia de receptores membranales que coordinan una red de 

interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Springer, 1990; Hemler, 

1990). Estas moléculas junto con el antígeno 1 con función asociada a linfocitos, 

LFA-1; CD11a/CD18 comprenden una subfamilia de integrinas conocidas 

como las integrinas de leucocitos (Kishimoto et al., 1989) que comparten una 

subunidad í  asociada en forma no covalente con cadenas a únicas. p150,95 

está distribuida únicamente en células mieloides y una pequeña población de 

linfocitos T y B. Su función no está clara, pero estudios previos han sugerido 

que está involucrada en la unión de partículas opsonizadas con iC3b (Myones 

et al., 1988), en la adhesión de células al endotelio (Keizer et al., 1987 a,b; te 

Velde et al., 1987) y en adhesión de sustratos cubiertos con proteínas séricas 

(Anderson et al., 1986; Loike et al., 1991). Mac-1 está expresada principalmente 

en células mieloides y NK (natural killers) y es responsable de la adhesión de 

células mieloides a células endoteliales, neutrófilos, agregación homotipica y 
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fagocitosis por macrófagos de partículas extrañas que son opsonizadas por el 

complemento (Kishimoto et al., 1989). Mac-1 logra estas funciones mediante la 

unión a una gran cantidad de ligandos celulares y solubles tales como ICAM-1 

(Smith et al., 1989; Diamond et al., 1990), iC3b (Beller et al., 1982; Wright et al., 

1983), fibrinógeno (Altieri et al., 1988, Wright el al., 1988) y el factor X (Altieri y 

Edgington, 1988). 

1.3.7 Biosíntesis de las proteínas del complemento 

La•mayor parte de las proteínas plasmáticas del complemento son 

sintetizadas en el hígado. Otras son producidas y secretadas localmente por 

células como los macrófagos en el sitio de la lesión. 

Muchos componentes del complemento se sintetizan como una sola 

cadena polipeptídica y posteriormente son procesados a moléculas formadas 

por varias subunidades como es el caso del C3, C4, C5 y el factor I. Por ejemplo, 

el C4 se forma a partir del pro C4 y los pasos involucrados en este 

procesamiento incluyen formación del tioéster interno, formación de puentes 

disulfuro, cortes y remoción de fragmentos. 

1.3.8 Relaciones estructurales entre las proteínas del complemento 

Dentro del sistema del complemento, muchas de las proteínas se 

encuentran relacionadas estructuralmente entre ellas y con otras proteínas. 

Todas las enzimas que participan en la activación de las vías del complemento 
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pertenecen a la familia de las proteasas de serina de mamíferos; comparten un 

dominio de aproximadamente 23 kDa de peso molecular con una triada 

característica en el sitio activo formada por los residuos de His, Asp y Ser en las 

posiciones 57, 102 y 195 respectivamente. Los componentes del complemento 

C2, C4 y el factor 13 se encuentran codificados dentro del complejo mayor de 

histocompatibilidad en la región definida como clase III entre las proteínas de 

clase I y las de clase II. El componente C4 presenta dos isotipos, el C4A y C4B. 

Estos están codificados por dos genes diferentes y existen diversos alotipos. 

Los componentes del complemento Clr, Cls, C7, C8 y C9 presentan 

unidades estructurales homólogas ricas en cisteínas que se denominan LDL-A 

y LDL-B porque fueron descubiertas en receptores a lipoproteínas de baja 

densidad. 

Las homologías entre los diferentes componentes del complemento y su 

relación con otras proteínas han revelado información muy valiosa sobre el 

origen y evolución de este sistema. La forma ancestral de la vía alterna del 

complemento se originó probablemente como un sistema inmune primitivo e 

independiente. La evolución subsecuente de una respuesta inmune adaptativa 

llevó a la especialización de la via clásica para conectar el reconocimiento 

mediado por anticuerpos con los mecanismos efectores dependientes del 

complemento. 

Existe evidencia circunstancial que señala la presencia de una vía alterna 

primitiva en algunos invertebrados celomados, en clelostomos se han 
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encontrado componentes equivalentes al C3. La vía clásica y componentes 

terminales se piensa que se originaron en peces cartilaginosos. En la evolución 

del sistema del complemento han participado mecanismos genéticos como 

duplicación génica, duplicación intragénica y cortes y fusión de exones. La 

duplicación génica es particularmente evidente en la evolución de las 

moléculas clase III del complejo mayor de histocompatibilidad. La duplicación 

intragénica ha sido un mecanismo importante en la evolución de las proteínas 

RCA (ramies y Atkinson, 1991). 

1.3.9 Participación en la modulación del sistema inmune 

El sistema del complemento, particularmente el C3, juega un 

papel modulador muy importante en la respuesta inmune. Los productos del 

rompimiento del C3 facilitan la cooperación entre células inmunocompetentes y 

son moléculas coestimuladoras en la activación de los linfocitos T y 13. Las 

moléculas de C3b pueden promover la interacción entre una célula 

presentadora de antígeno y un linfocito T ayudador mediante la formación de 

un puente no antígeno específico. El efecto citolítico de células K y NK se ve 

significativamente aumentado por fragmentos de C3 y receptores. El C3 

también participa en el desarrollo de linfocitos 13 de memoria y formación de 

células plasmáticas (Erdei et al., 1991). 

1.3.10 Complemento y enferinedad 
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El estudio de las deficiencias de algunas proteínas del complemento ha 

proporcionado acercamientos importantes sobre el papel fisiológico del sistema 

del complemento in vivo. Las deficiencias en las distintas proteínas que 

participan en el complemento están asociadas a patologías como infecciones 

piogénicas, enfermedades por complejos inmunes, angioedema y 

hm°.  globinuria paroxística nocturna. En general, las deficiencias en proteínas 

de una misma vía causan problemas crónicos similares. 

En la actualidad, la imagen del sistema del complemento es mucho más 

compleja y elegante de lo que se pensaba anteriormente, ya que además de ser 

un mecanismo de defensa juega un papel central en la regulación del sistema 

inmune. 

1,3.11 Estrategias de evasión de microorganismos al complemento 

El establecimiento de un patógeno intracelular obligado en un huésped 

susceptible requiere de la evasión de los diferentes mecanismos de defensa 

antes, durante y después de la entrada a las células del hospedero. Los 

determinantes de virulencia que permiten la evasión de tales defensas están 

generalmente regulados en los microorganismos a lo largo de su desarrollo, lo 

que representa una forma de adaptación en el ambiente inmunológicamente 

hostil del huésped (Hall y Joiner, 199.1). 

En general los mecanismos de evasión del complemento se basan en 

impedir la activación, opsonización o lisis del patógeno. Los microorganismos 
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carecen de proteínas reguladoras del complemento por lo que no pueden 

restringir su depósito y amplificación en sus superficies. Algunos agentes 

infecciosos poseen moléculas o estructuras que impiden el acceso de las 

proteínas reguladoras del plasma. La mayoría de las bacterias, virus, hongos y 

parásitos activan al complemento por la vía alterna debido a la ausencia de 

moléculas reguladoras del complemento, ocasionalmente acoplada con la 

presencia de C3b en una superficie "protegida" inaccesible a los factores H e 1. 

Además, algunas bacterias y virus pueden activar la vía clásica en ausencia de 

anticuerpos evadiendo la regulación llevada a acabo por el inhibidor de C1. 

Esta activación y amplificación descontroladas, que llevan a la acumulación de 

grandes números de molécvlAs de C3b y convertasas de C3 y C5 son 

incompatibles con la sobrevivencia del parásito. Sin embargo, los 

microorganismos han desarrollado una serie de estrategias para evadir la 

destrucción mediada por complemento. 

1.2.11.1 Interferencia con la activación 

Muchas bacterias presentan cápsulas que son antifagocíticas, ya que 

físicamente previenen el acceso de los fagocitos al C3b depositado en la pared 

celular de las bacterias Gram positivas y negativas (joiner, 1988). Además, son 

malos activadores del complemento debido a la presencia de ácido siálico 

Goiner, 1988). 
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Diversos patógenos han desarrollado moléculas con propiedades 

funcionales idénticas a las usadas por células normales de mamíferos para 

prevenir la destrucción mediada por complemento como la capacidad de 

desensamblar las convertasas de C3 o de actuar como cofactores del 

rompimiento del C3b unido por el factor I. Se han identificado una serie de 

moléculas, algunas con similitud estructural y genética con proteínas de 

mamíferos y otras no. 

a) Molécula parecida a CRI con función de unión a C3b en el virus del herpes 

simple tipos I y III, esta acción es llevada a cabo por las glicoproteínas gc-1 y 

gc-2, y esta unión a gc-1 es bloqueada por un anticuerpo monoclonal anti CR1. 

Gc-1 acelera el decaimiento de la convertasa de C3 de la vía alterna, existe 

cierta similitud estructural entre gc-1, gc-2 y CRI, aunque no tiene regiones SCR 

presentes en CR1, CR2, DAF y MCP. Hay también diferencias en actividad 

entre CR1 y gc-1, ya que este último no acelera el decaimiento de la convertasa 

de C3 de la vía clásica ni posee actividad de cofactor hacia el factor I. La 

presencia de gc-1 protege contra la neutralización mediada por complemento 

de HSV-1 in vitro. 

El virus Epstein-Barr (EBV) también posee actividad reguladora del 

complemento. El virus purificado acelera el decaimiento de la convertasa de C3 

de la vía alterna y puede funcionar como cofactor del rompimiento mediado 

por I de C3b, iC3b y C4. Las actividades del virus son similares a CR1, pero 
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difieren en que EBV no une C3b y no acelera el decaimiento de la convertasa de 

C3 de la vía clásica. Las moléculas de EBV involucradas en la regulación del 

complemento no han sido identificadas. 

La principal proteína secretora del "vaccinia virus" posee actividad 

reguladora del complemento. Esta proteína está compuesta de cuatro 

secuencias cortas repetitivas de consenso arregladas en "tandem" con cierta 

similitud a las SCR presentes en C4bp. Esta proteína une C4b con lo que 

previene la formación y acelera el decaimiento de la convertasa de C3 de la vía 

clásica. 

Trypanosoma cruzi , el agente causal de la enfermedad de Chagas, posee un 

ciclo de vida entre un vector invertebrado y un huésped mamífero. El 

epimastigote es la forma no infectiva y es lisado por complemento (Nogueira et 

al., 1975). Las formas metacíclicas y tripomastigotes, que son infectivas para el 

huésped mamífero resisten la lisis por complemento y unen menos C3 al 

incubarlos en suero no inmune (Kipnis et al., 1981; Joiner et al., 1986; 

Schenkman et al., 1986; Rimoldi et al., 1988). En suero inmune de animales 

infectados si se observa lisis (Krettli y Brener, 1982). Aunque se requieren 

anticuerpos para la lisis mediada por complemento, ésta procede 

principalmente por la vía alterna y es antígeno específica (Kierszenbaum, 1976; 

Krettli et al., 1979; Kipnis et al., 1985). Existe unión de Clq, pero no está 

asociada con una activación convencional de la vía clásica (Rimoldi et al., 1989). 
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Los mecanismos de resistencia al complemento en los tripomastigotes de T. 

cruzi pueden ser multifactoriales y diferentes laboratorios han descrito 

moléculas reguladoras del complemento producidas por tripomastigotes que 

limitan la activación del complemento en una fase temprana (Joiner et al., 1986; 

Kipnis et al., 1986; Rimoldi et al., 1988; Fischer et al.,1988; Norris et al., 1989; 

Sher et al; 1986). Estas moléculas reguladoras son de diferente peso molecular, 

pero muestran un sobrelapamiento funcional considerable; todas inhiben la 

formación o aceleran el decaimiento intrínseco de las convertasas de C3, lo que 

bloquea la activación del complemento en la superficie del parásito. La 

glicoproteína de 87-93 kDa de los tripomastigotes de las cepas M88 eY exhibe 

una función análoga al DAF de mamíferos y presenta un 40-50% de similitud 

con ésta, basado en datos de determinación parcial de la secuencia de amino 

ácidos (Tambourgi et al., datos no publicados, tomado de Hall y Joiner, 1991). 

La glicoproteína gp-160, que está regulada durante el desarrollo en el 

tripomastigote, une C3b y bloquea la formación de la convertasa de C3 de la vía 

alterna. Esta proteína es funcional y genéticamente similar a DAF y la secuencia 

parcial de nucleótidos ha revelado dos regiones con similitud a SCR (Norris, 

1991). Está unida a la membrana por GPI y el ancla se mantiene después de su 

purificación. La forma soluble tiene un peso molecular de 160 kDa y la unida a 

membrana pesa 185 kDa (Norris y Schrimpf, 1994). El epimastigote de T. cruzi, 

que es la fase presente en el vector es susceptible al complemento y no posee 

gp-160. Los blancos específicos para los anticuerpos anti-T. cruzi que apoyan la 
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tisis mediada por complemento pueden ser las mismas moléculas en la 

superficie del parásito que interfieren con las convertasas de C3. Los 

anticuerpos específicos pueden bloquear esa actividad y hacer a los parásitos 

susceptibles a la lisis por complemento, limitando o previniendo la parasitemia. 

En el helminto parásito Schistosoma umusoni la activación de la vía alterna 

del complemento está regulada en una forma especie específica. Los parásitos 

jóvenes activan al complemento fuertemente, mientras que esquistosomas de 

mayor edad recobrados de la vasculatura del huésped no activan al 

complemento homólogo, pero si d4uero de organismos distintos al huésped. 

La membrana del parásito presenta una molécula con actividad de DAF. Esta 

molécula es derivada del huésped y se piensa que es absorbida e insertada en 

las membranas del parásito y esto le Permite evadir la destrucción mediada por 

la activación de la vía alterna del complemento. La idea de que el componente 

similar a DAF en Schisfosoina es derivado del huésped está apoyada por la 

observación de que anticuerpos monoclonales (1A10) y policlonales (RaDAF.2) 

contra DAF humano no se unen o se unen débilmente a parásitos recobrados de 

ratón. Además, Rasmussen y Kemp (1987) demostraron que aunque no hay 

depósito de C3 en la superficie de los parásitos recientemente recuperados de 

ratón, si hay activación de la vía alterna del complemento si se da un 

tratamiento previo que elimine los componentes del huésped adsorbidos por la 

superficie del parásito. 
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1.2.11.2 Mecanismos para resistir el ataque del MAC. 

Las bacterias Gram positivas activan al complemento y los complejos 

C5b-9 se ensamblan en su superficie, pero son resistentes a la lisis porque la 

gruesa capa de peptidoglicanos restringe el acceso de C5b-9 a la membrana 

plasmática. Las bacterias Gram negativas que son resistentes al suero son más 

virulentas que las sensibles. Ambas en presencia de anticuerpos bactericidas 

activan al complemento eficientemente a través de C9 y por estudios con 

Salmonella y Escherichia coli se obsevó que el C5b-9 no se inserta en los dominios 

hidrofóbicos de la membrana externa y es liberado. En las cepas resistentes al 

suero, la activación del complemento ocurre en los lipopolisacáridos (LPS) con 

largas cadenas O por lo que el C5b-9 se genera a una distancia considerable de 

la membrana externa, por lo que su inserción es pobre y existe un impedimento 

estérico para ganar acceso a la membrana. En las cepas sensibles al suero, la 

unión de C3b y el ensamblaje de C5b-9 ocurre en los LPS con cadenas O cortas. 

En Neisseria, la cepa resistente a suero y la sensible se diferencian en la 

inserción del C5b-9, algo similar ha sido reportado en amastigotes de T. cruzi 

(Iida et al., 1989). 

La resistencia al complemento en Leishmania está regulada durante su 

desarrollo. Los promastigotes de Leislunania major crecidos in vitro a la fase 

logarítmica (LOG) son susceptibles al suero y no infectivos, mientras que una 

subpoblación de promastigotes de cultivos en fase estacionaria (MP) son 
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resistentes al suero y altamente infectivos. Ambas poblaciones activan al 

complemento y consumen los componentes terminales eficientemente. Sin 

embargo, en MP el complejo C5b-9 no se inserta en la membrana del parásito, 

se desprende y no provoca lisis. Este mecanismo optimiza la entrada de los 

parásitos a los macrófagos del huésped vía CR1 (Puentes et al, 1990). No 

obstante estas diferencias en susceptibilidad, todos los estadIs de Leislunania 

unen C3, pero la forma y el destino de éste depende de la especie de Leisltnun►ia 

involucrada (Puentes et al., 1988; Mosser et al., 1986). 

El estadg intracelular replicativo de T.cruzi , el amastigote, se encuentra 

principalmente dentro de las células del huésped, donde se multiplica, pero 

también pueden entrar a la circulación. Está reportado que puede sobrevivir 

extracelularmente e iniciar la infección in vitro (Ley et al., 1989). En contraste a 

los tripomastigotes, los amastigotes activan al complemento eficientemente por 

la vía alterna uniendo grandes cantidades de C3 y C5b-9 estable. Sin embargo, 

son resistentes a la lisis ya que los complejos terminales no se insertan en la 

membrana para formar canales funcionales (lida et al., 1.989). Una posible 

explicación a este fenómeno es la presencia de un inhibidor membranal 

estad b-específico que regule la formación de los canales. En un intento por 

buscar la presencia de estos inhibidores en la superficie del parásito, se 

probaron una serie de anticuerpos monoclonales contra moléculas de superficie 

de amastigotes. Uno de estos, Mab M4C12, indujo lisis mediada por 

complemento detectada con un ensayo con 86Rb presenta una proteína que 
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cruza con un anticuerpo anti C9 y aparentemente posee actividad formadora de 

poros. Se ha postulado que este homólogo de C9 participa en el paso del 

parásito de las vacuolas al citosol. 

Los tripomastigotes infectivos de T brucci activan el complemento en 

forma más eficiente, con depósito de C3 en la superficie del parásito, pero el C3 

unido es roto rápidamente a una forma inactiva lo que impide el ensamblaje 

adecuado del complejo de ataque a membranas (Devine et al., 1986; Sturtevant 

et al., 1987). 

La superficie del estadio extracelular infectivo de Toxoplasma gondii, el 

taquizoíto, muestra pocas proteínas iodables, está pobremente glicosilada y es 

muy ineficiente en la activación del complemento en suero no inmune. Sin 

embargo, los taquizoítos evaden la acción del complemento limitando el 

depósito de C3 y convirtiendo rápidamente el C3 unido a la forma inactiva 

C3bi, lo que inhibe la continuación de la cascada del complemento (Fuhrman y 

joiner, 1989). Al igual que los tripomastigotes de T. cruzi, los taquizoítos de T. 

gondii unen Clq al incubarlos con suero (K. Joiner, datos no publicados, tomado 

de Hall y Joiner, 1991). Sin embargo, la eficiencia en la activación del 

complemento en presencia de anticuerpos específicos es mucho mayor. La 

interacción de los anticuerpos con los receptores de la superficie celular pueden 

provocar mecanismos microbicidas. 

1.2.11.3 Otros mecanismos de inhibición del complemento 
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Las paramiosinas de una gran cantidad de invertebrados inhiben, in 

vitro, la vía clásica del complemento a través de la inhibición de C1 a través de 

la inhibición de la función de Cl. Se ha mostrado que la paramiosina de Taenia 

solitcn►  se une a Clq, lo que inhibe la función de C1. La inhibición del 

complemento puede no sólo prevenir el daño del parásito mediado por 

anticuerpos, sino que puede también disminuir el reclutamiento local de 

mediadores del complemento y contribuir a una disminución en la respuesta 

inflamatoria (Laclette et al, 1992). 

1.3.11.4 Evasión durante la entrada a la célula 

La fagocitosis de microorganismos está frecuentemente asociada con la 

generación de productos tóxicos del oxigeno. Una estrategia para poder entrar 

a una célula és utilizar un receptor cuya unión no esté asociada con un estallido 

relpirdejig. Alternativamente, los parásitos intracelulares obligados pueden 

deshacerse de los metabolitos tóxicos o invadir células incapaces de montar un 

estallido respiratorio. 

1.3.11.4.1 Utilización de receptores del complemento para iniciar la infección 

Muchos microorganismos no sólo evitan la inactivación y destrucción 

por el complemento, sino que también utilizan los receptores del complemento 

para iniciar la infección. En algunos casos se ha visto que esto se debe a la 
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presencia de epítopes similares al complemento que permiten la unión al 

receptor en el organismo. La unión más frecuente a los receptores del 

complemento es a través de fragmentos de C3 unidos covalentemente a los 

microorganismos como consecuencia de la activación del complemento. La 

adaptación exitosa a este proceso requiere de regulación en el procesamiento 

dalmático de C3 en la superficie del parásito; por ejemplo, un organismo que 

utiliza CR1 para entrar a una célula debe de alguna forma impedir el 

rompimiento del C3b depositado a iC3b y C3dg. 

El EBV infecta a la célula B a través de CR2. Se piensa que los sitios de 

unión para el virus y para el ligando natural del complemento que es C3dg son 

o estructuralmente idénticos o están localizados muy cerca uno del otro, ya que 

varios anticuerpos monoclonales anti CR2 tienen los mismos efectos sobre el 

virus que sobre la adhesión de C3dg a las células. Diversos estudios han 

mostrado que la unión de EBV a CR2 está mediada por un epítope de nueve 

amino ácidos localizado en el extremo amino terminal de la principal 

glicoproteína externa del virus. 

Histoplasma capsulatum también infecta a los macrófagos a través de CR3 

y p150,95 en ausencia de complemento. Los datos indican que estos 

microorganismos poseen epítopes tipo C3 que participan en la adhesión a CR3. 

Babesia rodhani, que activa al complemento, entra a los eritrocitos a través 

de CRI; los merozoítos de Plasmodium pueden iniciar la infección en forma 

similar. Bacterias patógenas como Legionella pneumophila, Mycobacterium leprae, y 
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Mycobacterium tuberculosis se dividen en los fagocitos mononucleares, activan al 

complemento e inician la infección de las células a través de CRI y CR3 

Leishmania spp fija complemento directamente de suero no inmune 

(Mosser y Edelson, 1984b; Puentes et al., 1988) y esto favorece su entrada y 

sobrevivencia dentro del macrófago (Mosser y Edelson, 1987). Posteriormente a 

la incubación de los parásitos en suero, los principales receptores que median 

la captación celular corresponden a aquellos que unen la forma predominante 

de C3 presente en la superficie del parásito. Este aumento en la captación se ve 

fuertemente disminuido por anticuerpos monoclonales anti CD11b (Blackwell 

et al., 1985; Mosser y Edelson, 1985). El CR3 en macrófagos murinos ha sido 

implicado en la entrada de diferentes especies de Leishmania (Blackwell et al., 

1985; Mosser y Edelson, 1985; Cooper et al., 1988) y en macrófagos humanos 

facilita la entrada de promastigotes de L. donovani (Wilson y Pearson, 1988), que 

principalmente llevan C3bi después de la incubación en suero (Puentes et al., 

1989). En contraste a la toma de proniastigotes no infectivos de L. mejor por 

macrófagos humanos, que es mediada por CR3 o CR1, la toma de 

promastigotes metacklicos infectivos requiere incubación en suero para el 

depósito de C3b en el parásito y está mediado exclusivamente por CR1 (da 

Silva et al., 1989). 

La unión a receptores del complemento a través de C3 no provoca el 

estallido respiratorio (Wright y Silverstein, 1983), lo que permite a Leishmania 

sobrepasar este importante mecanismo de defensa del huésped. La presencia 
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de C3 en la superficie del parásito puede facilitar su sobrevivencia dentro de la 

célula (Mosser y Edelson, 1987). Tanto los LPG corno la gp63 han sido 

implicados como ligandos del parásito que median directamente la adhesión a 

macrófagos en ausencia de suero. Se ha sugerido que los LPG se unen a sitios 

similares a lectinas (Talamas-Rohana et al., 1990), mientras que la gp63 se 

piensa que se une a sitios de unión de C3bi en CR3 (Russell y Wright, 1988). 

1984b; DaSilva et al., 1989; l3lackwell et al., 1985; Wilson and Pearson, 1988; 

Chang, 1983; Talainas-Rohana et al., 1990). Leishmania puede fijar complemento 

directamente de suero no inmune (Mosser y Edelson, 1984b; Puentes et al., 

1988) y esto favorece su entrada y sobrevivencia dentro del macrófago (Mosser 

y Edelson, 1987). 

Debido a que los tripomastigotes de T. cruzi unen poco C3 y son capaces 

de infectar célulal que no poseen receptores para fragmentos de C3, se han 

implicado otros elementos de la superficie celular del hospedero en el proceso 

de entrada. Ouaissi y Capron (1989) han sugerido que la fibronectina actúa 

corno un puente molecular que facilita la adhesión del parásito a células blanco. 

La unión de epimastigotes y su entrada a monocitos y macrófagos se ven 

aumentadas por una incubación previa en suero; este efecto es mediado en 

parte por CR3, que es incorporado a la membrana de la vacuola fagocítica en 

donde el parásito es lisado (Hall y Joiner, datos no publicados, tomado de Hall 

y Joiner, 1991). Aunque la opsonización por suero aumenta la ingestión de 

tripomastigotes por macrófagos humanos y de ratón y mejora la sobrevivencia 
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de éstos, no están involucrados receptores para C3. En cambio, el efecto está 

mediado en parte por Clq (Rimoldi et al., 1989). CR3 no es incorporado 

específicamente a la membrana vacuolar del tripomastigote. 

Existen diversos ejemplos de la presencia de secuencias relacionadas al 

complemento en microorganismos que probablemente facilitan la infección por 

procesos distintos a la regulación del complemento. Candida albicaus une 

fragmentos de C3 y también reacciona con un anticuerpo anti la cadena oc de 

CR3 y contiene una proteína con una secuencia nucleotídica homóloga a la 

región carboxi terminal de CR3 y p150,95). La proteína de C. albicans es una 

integrina l32y su función no ha sido claramente determinada. Sin embargo, las 

cepas patógenas de Candida unen iC3b de manera más fuerte que las cepas 

menos patógenas. Se postula un papel de esta molécula en la adherencia del 

parásito a las células del huésped, ya que los miembros de la superfarnilia de 

las integrinas intervienen en reacciones de unión y la adherencia celular de 

Cundid(' está correlacionada con la infección. 

La TRAP (proteína anónima relacionada a trombospondina) y las 

proteínas del circumesporozoito de Plasmodium falcipannn tienen repeticiones 

del tipo de la trombospondina que son muy similares a las presentes en la 

properdina, C6, C7, C8 y C9. Se piensa que estas repeticiones intervienen en 

interacciones proteína-proteína. Se piensa que estas repeticiones en P. falciparmn 

pueden unir C3b, como lo hace la properdina, lo que permitiría a los 

organismos cubiertos de C3b ganar entrada a las células vía CR1. 
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Babesia rociliani, que activa al complemento, entra a los eritrocitos a través 

de CR1; los merozoítos de Plassuodium pueden iniciar la infección en forma 

similar. Bacterias patógenas como Legionella pneuinophila, Mycobacteriunz leprae, y 

Mycobacteriunz tuberculosis se dividen en los fagocitos mononucleares, activan al 

complemento e inician la infección de las células a través de CR1 y CR3. 

Se ha observado que algunos virus como los flavivirus y el HIV infectan 

. a los macrófagos y monocitos vía CR3, después de activar al complemento. Hay 

evidencia que sugiere que el HIV infecta las células B humanas a través de CR2 

en conjunción con CD4. 

En el suero no inmune del hospedero existen otras opsoninas como por 

ejemplo la fibronectina. Esta aumenta la internalización de los tripomastigotes 

de Trypanosoma cruzi en células fagocíticas y no fagociticas (Ouaissi et al., 1984) 

y aumenta la adhesión de Leislunania spp a los monocitos humanos (Wyler et 

al., 1985). La unión de la fibronectina a su receptor puede alterar el potencial 

fagocítico de otros receptores celulares de superficie. Por ejemplo, eritrocitos 

cubiertos con C3 son ingeridos por macrófagos humanos en presencia de 

fibronectina y no en ausencia de ésta (Pommier et al., 1983). La unión del 

parásito a la fibronectina puede incrementar su entrada a través de la 

interacción con otras proteínas del suero o constituyentes de la matriz 

extracelular o alterando la función de los receptores de la célula del huésped. 

Estas interacciones altamente específicas pueden ser consideradas como 

procesos de reconocimiento molecular muy especializados. En este contexto, la 
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presencia de moléculas reguladoras relacionadas antigénica y genéticamente en 

patógenos y mamíferos puede representar la conservación de motivos de 

reconocimiento molecular ancestral importantes para el reconocimiento, 

crecimiento, desarrollo u otros procesos básicos (Cooper, 1991). 

1.4 Entantoeba histolytica y el complemento 

Los principales hallazgos sobre la interacción de las amibas con el 

sistema del complemento se encuentran resumidos en el siguiente artículo: 

Gutiérrez-Kobeh, L. y R. Pérez-Montfort. 1995. Interacciones entre Entamoeba 

histolytica y él complemento. BEB.14 (2): 11-17. 
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OBJETIVOS 

La resistencia de Entantoeba histolytica al efecto litico del complemento es 

un factor muy importante en la capacidad invasiva del parásito. Este activa al 

complemento por ambas vías. Diversas cepas de amibas pueden desarrollar 

resistencia al complemento y se sabe que las diferencias en la sensibilidad a la 

lisis no radican en la activación del complemento, sino en el manejo del MAC. 

El objetivo general de este trabajo fue investigar algunós de los posibles 

mecanismos involucrados en la resistencia de E. histolytica al complemento. 

Los objetivos particulares fueron los siguientes: 

1) Localizar al MAC, utilizando como marcador 1251-C9, en las fracciones 

subcelulares de trofozottos resistentes (R) y sensibles (S) a suero humanó. 

2) Investigar si las amibas (R) utilizan como mecanismo de resistencia la 

exocitosis del MAC en vesículas, mecanismo empleado por neutrófilos (Morgan 

et al., 1987). 

3) Conocer si existe transferencia de resistencia de lisados de amibas (R) a 

amibas (S). 

4) Estudiar el mecanismo de transferencia y algunas propiedades de las 

moléculas involucradas. 
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS 

La parte correspondiente a materiales y métodos está 

incluida en el articulo: Gutiérrez-Kobeh, L, N. Cabrera y R. Pérez-Montfort. 

1996. A mechanism of acquired resistance to complement mediated lysis by 

Entamoeba histolylica.1. Parasi tol. 

11.1 Metodología adicional 

Después de demostrar que los lisados de amibas (S), al ser incubados 

por 30 min a 37 0C con amibas (R) adquieren la capacidad de resistir la lisis 

mediada por complemento, se procedió a caracterizar parcialmente a la 

molécula (s) responsables de esta transferencia. Además de los tratamientos 

reportados en el artículo, se probó la funcionalidad de lisado (R) después de 

tratarlo con tripsina y se pasó por una columna de filtración molecular. 

Tratamiento con tripsina 

Se preparó un lisado de amibas (R) en la forma ya descrita y se le agregó 

tripsina (0.13 ptg en Tris-H.C110 mM, pH 7). Se incubaron trofozoítos (S) con el 

lisado tratado con tripsina y sin tratar y se realizó el ensayo de lisis en la forma 

ya descrita. 

Filtración molecular del Usado (R) 
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Un lisado de 100 x 106  amibas (R) preparado en la forma ya descrita se 

pasó por una columna de filtración molecular de Sephacryl S-200. La resina se 

empacó en una columna de 30 x 2.5 cm y se equilibró con PBS-A. Se colectaron 

fracciones de 1 ml y se juntaron las que presentaron mayor concentración de 

proteína determinada por absorbencia a 280 mu. Estas fracciones fueron 

utilizadas para incubar amibas (S), después de lo cual se realiza-ron los ensayos 

de lisis en la forma ya descrita. 

La columna se calibró con ferritina [2 mg/m1], albúmina sérica de bovino [5 

mg/m1] y lisozima [5 mg/n1]. 
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CAPÍTULO III. RESULTADOS 

La mayoría de los resultados obtenidos en este trabajo de investigación 

se encuentran publicados en el artículo: 

Gutiérrez-Kobeh, L., N. Cabrera y R. Pérez-Montfort. 1996. A mechanism oí 

acquired resistance to complernent mediated lysis by Entamoeba histolytica. J. 

Parasito', 

111.1 Resumen del artículo. 

En este trabajo se analizó el mecanismo por el cual los trofozoítos de E. 

histolytica evaden la lisis por suero. Lo primero que se hizo fue localizar al 

MAC, utilizando como marcador 1251-C9, en las fracciones subcelulares de 

trofozoítos (S) y (R) y se observó que el 125I-C9 se encuentra en las fracciones 

que corresponden a membrana plasmática tanto en amibas (S) como (R), pero la 

cantidad de C9 unido a amibas (S) es mucho mayor a la unida por amibas (R) 

(Ver figura 2). Se trató de determinar si la menor unión de C9 en amibas (R) se 

debía a una internalización o liberación del MAC, como ha sido observado en 

diferentes células eucariontes (Carney et al., 1985; Morgan et al., '1989). Al 

incubar amibas de ambas cepas con suero humano normal al 10%, suero 

humano deficiente en C9 o PBS-A se observó que este mecanismo de resistencia 

al MAC no es utilizado por E. histolytica, ya que la formación de vesículas fue 

similar en ambas poblaciones. Posteriormente se probó si la resistencia podía 

ser transferida por incubación de amibas (S) con Usados de amibas (R). Se 
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encontró que las amibas (S) pueden adquirir resistencia a la lisis a los 30 min de 

coincubación. Debido a que las amibas virulentas presentan un alto grado de 

eritrofagocitosis (Trissl et al., 1978) y que está demostrado que los eritrocitos 

pueden transferir moléculas reguladoras del complemento in vivo (Kooyman et 

al., 1995), se investigó si las amibas son capaces de adquirir moléculas 

reguladoras de esta fuente. Se demostró que las amibas incorporan moléculas 

de los eritrocitos y este puede ser un mecanismo importante de resistencia a la 

lisis mediada por complemento. 

111.2 Resultados adicionales 

Tratamiento del Usado (R) con tripsina 

Con el propósito de conocer algunas de las características de la molécula 

(s) responsable (s) de la transferencia, se trató un lisado preparado a partir de 

10 x 106  trofozoitos con tripsina. Se incubaron amibas (S) con este usado y se 

realizó el ensayo de lisis. Se observó que el Usado tratado con tripsina conservó 

su capacidad de transferir resistencia a las amibas (S). 

Filtración molecular del Usado de amibas (R) 

Con el propósito de hacer un fraccionamiento por peso molecular del 

Usado de amibas (R) se utilizó una columna de Sephacryl-S-200. Se pasaron 3 

ml de un Usado hecho a partir de 100 x 106  trofozoítos (R), se colectaron 

fracciones de 1 ml y se juntaron las que presentaron mayor concentración de 
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proteína por absorbencia a 280 nin. Con estas fracciones se hicieron 

incubaciones con amibas (S) y los ensayos de lisis respectivos. Se observó que la 

capacidad de transferir resistencia se encuentra en las fracciones que de 

acuerdo a su elación tienen un peso molecular que oscila entre 40 y 20 kDa. 
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CAPITULO V. DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El sistema del complemento es uno de los mecanismos más importantes 

contra agentes infecciosos. Todos los parásitos que entran en contacto con 

plasma humano deben en una forma o en otra evadir el efecto destructivo de 

este poderoso sistema de defensa (Jokiranta et al., 1995). Los parásitos han 

desarrollado una serie de estrategias que actúan a diferentes niveles de la 

cascada del complemento, lo que les permite sobrevivir en el ambiente 

inmunológicamente hostil del huésped. 

El parásito protoctista Entamoeba histolytica puede permanecer como 

comensal en el tracto digestivo o invadir algunos órganos como el hígado. Al 

tornarse invasivo requiere desplegar una serie de capacidades entre ellas la 

resistencia al complemento. Este parásito activa al sistema por las dos vías. Uno 

de los mecanismos de activación es a través de la proteasa de cisteina de 56 kDa 

que actúa como una convertasa de C3 (Reed et al., 1989). Las amibas pueden 

desarrollar resistencia a la lisis mediada por complemento por la exposición 

continua a suero humano (Calderón y Tovar, 1986). También el tratamiento con 

suero bovino las hace resistentes a suero humano y de hámster e incrementa su 

capacidad de producir abscesos hepáticos en el hámster (Mogyoros et al., 1986). 

Tanto las cepas susceptibles como las resistentes presentan mecanismos y 

niveles de activación similares, por lo que las diferencias en susceptibilidad 

deben radicar en el manejo del MAC. Se ha descrito que uno de los principales 

componentes de superficie de E. histolytica, la adhesina específica para GaINAc, 
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tiene un efecto inhibitorio en la formación del MAC (Braga et al., 1992). Es una 

glicoproteína heterodimérica compuesta de dos subunidades de 170 y 35 kDa 

probablemente unidas covalentemente (McCoy et al., 1993). 1,1 subunidad de 

35 kDa está anclada a la membrana por GPI, pero la actividad reguladora del 

complemento reside en un dominio rico en cisteínas de la subunidad 

transmembranal de 170 kDa. Se ha sugerido que una sección de esta subunidad 

muestra reactividad cruzada y poca similitud en su secuencia de nucleótidos 

con CD59 (Braga et al., 1992; Macuá et al., 1993). Flores-Romo y cals. (Flores-

Romo et al., 1994) han concluido que E. histolytica presenta una molécula 

similar a CD59, ya que al utilizar un anticuerpo monoclonal fluoresceínado 

contra CD59, las amibas 1-IM1: IMSS virulentas se marcan en forma mucho más 

intensa que la cepa BG3 no virulenta. 

En este trabajo se investigaron los posibles mecanismos involucrados en 

la resistencia de Entainoeba histolytica al complejo de ataque a membranas del 

complemento. En la formación de este complejo participan los componentes C5, 

C6, C7, C8 y C9. El C9 tiene un papel muy importante en la lisis de células 

nucleadas ya qué se requiere de la polimerización de esta proteína para la 

formación de la lesión lítica (Podack et al., 1982). Por esta razón y otras como su 

estructura de una sola cadena la elegimos como marcador del destino del MAC 

posterior a la interacción de las amibas con suero humano. 

Para estudiar las diferencias en el manejo del MAC entre amibas 

susceptibles (S) y resistentes (R), se preparó la cepa (R) de acuerdo al método 

50 



de Calderón y Tovar (Calderón y Tovar, 1986). La cepa (R) siempre presentó un 

porciento de tisis menor que la cepa (S), pero tal corno se observa en las figuras 

1 y 4-6 del artículo la lisis de la cepa (R) en suero humano fue variable. 

Teniendo en algunos experimentos porcientos de lisis de 50 y en otros de 10 

con suero humano al 50%. No sabemos a que se deben estas diferencias, ya que 

las condiciones de cultivo siempre se mantuvieron lo más constante posible. El 

suero humano siempre fue fresco y de un solo donador que no presentó 

anticuerpos anti-amiba por la prueba de inmunodifusión. De acuerdo a 

Calderón y Tovar una vez que las amibas alcanzan la resistencia al 40% de 

suero, ésta se mantiene durante un mes aproximadamente sin requerir la 

presencia de suero humano. Nosotros no logramos mantener la resistencia por 

un periodo similar, en nuestro caso las amibas volvían a ser susceptibles' 

después de una semana o dos de no estar en contacto con el suero. Por esta 

razón, la cepa (R) con la que trabajamos fue retada continuamente con suero 

humano fresco al 100%. 

Para localizar los complejos C5b-9 en las amibas de ambas cepas, éstas se 

incubaron con suero humano normal al 10% (concentración sublítica) 

adicionado con 1251-C9 y se realizó un fraccionamiento subcelular de acuerdo a 

Rosenberg y Gitler (Rosenberg y Gitler, 1985). Se encontró que el C9 se asocia 

en ambas cepas a las fracciones correspondientes a membrana plasmática, pero 

la cantidad de C9 unido es del doble en la cepa (S). Se pensó que las amibas (R) 

unían menos C9 porque de alguna manera lo estaban eliminando. Se investigó 
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la posibilidad de que las amibas utilizaran la exocitosis en vesículas como 

mecanismo de evasión, el cual es utilizado por neutrófilos y otras células 

nucleadas (Carney et a1.,1985; Morgan el al., 1987). Esto se realizó mediante la 

exclusión de vesículas en una columna de Sepharosa-Cl-213 y no se observaron 

diferencias en el patrón de elución entre ambas cepas. La formación de 

vesículas, demostrada por el pico en la fracción 7, fue independiente del medio 

de incubación y no se encontró al 1251-C9 asociado a esta fracción (Fig. 3 del 

artículo). Esto demostró que las amibas no eliminan el C9 por exocitosis en 

vesículas. 

Una de las formas utilizadas por las parásitos para evadir la lisis 

mediada por complemento es la posesión de moléculas con funciones similares 

a las proteínas reguladoras del sistema presentes en mamíferos o el secuestro 

de alguna de estas proteínas del huésped. En la búsqueda de alguno de estos 

mecanismos en E. histolytica, se probó si lisados preparados a partir de amibas 

(R) eran capaces de transferir resistencia a trofozítos (S) al co-incubarlos por 30 

min a 37 0 C. Se observó que esta incubación cambiaba la susceptibilidad de las 

amibas (S) al suero humano, ya que se obtenían valores de viabilidad similares 

a los obtenidos con la cepa (R). Las amibas (S) se incubaron también con un 

lisado de amibas (S) y éste no cambió su viabilidad en suero humano con lo 

que se demostró que la transferencia de resistencia no se da por la incubación 

con un lisado, sino que tiene que ser un lisado hecho con amibas resistentes a 

suero humano En un intento por conocer algunas de las propiedades de la (s) 
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molécula (s) responsables de la transferencia de resistencia, hicimos algunos 

tratamientos al lisado (R) como calentamiento a 60 C por 30 min, a 100 0C por 

3 min, centrifugación a 436,000 g, adición de tripsina y del inhibidos de 

proteasas E-64. Posteriormente a estos tratamientos los lisados fueron 

incubados con amibas (S) y se realizaron los ensayos de lisis. Se observó que el 

calentamiento a 60 . C y la adición de tripsina o E-64 no afectaron la propiedad 

de conferir resistencia del lisado, mientras que el calentamiento a 100 C si lo 

hizo. 

El paso del lisado por una columna de filtración molecular de Sephacryl-

S-200 dio 3 picos de elución y al probar la capacidad de transferir resistencia 

de las fracciones de mayor concentración de proteína de cada uno de ellos se 

observó que esta capacidad se encuentra en lal fracciones con un peso 

molecular entre 40 y 20 kDa. 

Debido a que las amibas (R) poseen estas moléculas responsables de la 

transferencia de resistencia y las amibas (S) no las tienen o las tiene en cantidad 

insuficiente para lograr la resistencia, pensamos que las amibas (R) las estaban 

incorporando de alguna fuente. El fenómeno de incorporación de moléculas 

reguladoras del complemento y adquisición de resistencia en distintos tipos 

celulares y bajo diferentes condiciones experimentales in vitro está ampliamente 

documentado y recientemente se ha observado in vivo también. Desde 1969 

Hoffmann demostró que un lisado de eritrocitos humanos podía proteger a 

eritrocitos de carnero cubiertos con anticuerpos de la lisis por complemento. 

53 



Posteriormente se demostró que la incorporación de moléculas como DAF en 

células inhibe la activación del complemento (Medof et al., 1984). En eritrocitos 

de pacientes con Mi, la incorporación de CD59 los hace resistentes a la tisis 

mediada por complemento (Holguin et al., 1989; Oleada et al., 1990). 

Debido a que las amibas virulentas presentan una elevada 

eritrofagocitosis (Trissl et al., 1978), pensamos que estas amibas podían adquirir 

moléculas reguladoras de los eritrocitos. La incubación de amibas (S) con un 

usado de eritrocitos o con eritrocitos enteros modificó la viabilidad de éstas en 

suero humano y se obtuvieron valores similares a los obtenidos con la cepa (R). 

Estos resultados sugirieron que las amibas adquieren resistencia a la lisis 

mediada por complemento por la incorporación de moléculas de los eritrocitos. 
• 

Para probar en forma más definitiva esta hipótesis se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia con un anticuerpo anti antígenos de superficie de 

eritrocitos humanos y un segundo anticuerpo fluoresceinado. El tratamiento 

con estos anticuerpos de amibas (S), (R), (S) incubadas con un Usado (R) y 

amibas (S) incubadas con eritrocitos enteros por 48 h mostró diferencias en la 

intensidad de fluorescencia y éstas correlacionaron con los porcentajes de lisis 

en suero humano al 20% (Tabla II. y Fig. 7 del artículo). Mediante el 

fraccionamiento subcelular de amibas, posterior a la incubación de éstas con 

eritrocitos marcados con 1251, se observó que la mayor parte de las cpm están 

asociadas a membrana plasmática. Al analizar estas fracciones por 

electroforesis se observan bandas de determinados pesos moleculares que 

54 



corresponden a algunas de las bandas presentes en el patrón de corrimiento de 

un lisado de eritrocitos. Se observan tres bandas principales que corresponden 

a la banda 3 (Mr 97 klla), banda 4.1 (Mr 78 kDa) y actina (Mr 43 kDa). Esta 

correspondencia con los pesos moleculares reportados para algunas proteínas 

de eritrocitos indica que hay proteínas del eritrocito que se transfieren en forma 

intacta a la amiba y lo mismo debe ocurrir con proteínas reguladoras del 

complemento. Una de las razones por las que se observa la captación por parte 

de las amibas de las proteínas antes mencionadas y no de una proteína 

reguladora como el CD59 puede ser el número de moléculas de cada tipo de 

proteína presente en la membrana del eritrocito. La banda 3 es la proteína más 

abundante en la membrana del eritrocito con un número aproximado de copias 

por célula de 1,000,000, en segundo lugar se encuentra la actina junto cón las 

glicoforinas con 500,000 copias por célula y de la banda 4.1 existen 100,000 

copias por célula (Repasky y Gregorio, 1991). El número de moléculas de CD59 

por eritrocito es de 20-25,000 y en un experimento de incorporación 

aproximadamente 5000 moléculas por célula son suficientes para proteger 

(Lachmalm, 1990). 

Está demostrado que DAF y CD59 se transfieren in vivo en forma 

funcional al endotelio vascular (Kooyman et al., 1995). El significado funcional 

de este proceso no se conoce, pero se piensa que debido a la función de estas 

proteínas como inhibidores del complemento la transferencia podría ayudar al 

mantenimiento de la integridad vascular. Puede ser que los eritrocitos sirvan 
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como depósitos de estas moléculas y que estas puedan ser transferidas a células 

que las han perdido como resultado de la activación del complemento como 

ocurre durante una isquemia transitoria (Vakeva et al., 1994). 

En el caso de la transferencia de moléculas reguladoras del 

complemento de eritrocitos a E. hislolylica, la moléculas que muy 

probablemente están involucradas son HRF o CD59 más que DAF o MCP. 

Como ya se mencionó anteriormente, las diferencias en la resistencia al 

complemento entre amibas (S) y (R) no radican en la forma o grado de 

activacióh del complemento sino en el manejo del MAC. La incorporación de 

una molécula como DAF se reflejaría en diferencias en el depósito de C3 o los 

diferentes productos de su ruptura entre las dos poblaciones de amibas. MCP 

queda descartada debido a que no está presente en eritrocitos. De los 

inhibidores del ensamblaje del MAC, HRF y CD59, nuestras evidencias 

CITA& 
experimentales y otras, apoyan que la molécula responsable de la transferencia 

de resistencia es el CD59. En la caracterización parcial de la molécula 

responsable de la transferencia de resistencia de lisados (R) a amibas (S) se 

observó que es muy estable y resistente a tripsina, las cuales son características 

descritas para CD59 (Sugita et al., 1992). Además por filtración molecular se 

determinó que la molécula está en un rango de peso molecular de 40 a 20 kDa y 

el HRF tiene un peso molecular de 65 kDa. Los experimentos de Flores-Romo y 

cols. (Flores-Romo et al., 1994) demuestran la presencia de CD59 o una 

molécula que cruza con el anticuerpo monoclonal anti CD59 utilizado en la 
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superficie de amibas virulentas. Este anticuerpo monoclonal puede estar 

reaccionando con el CD59 incorporado por las amibas virulentas y también con 

la adhesina específica para GAL-NAc, que de acuerdo a Braga y cols. (Braga el 

al., 1992) presenta reacción cruzada con esta molécula. Nuestros resultados no 

son inconsistentes con los de Braga y cols., ya que además de que la adhesina 

puede funcionar en la inhibición del MAC, es muy probable que la amiba 

requiera de un mayor número de moléculas reguladoras para lograr una 

protección completa. 

La amiba además de incorporar moléculas de los eritrocitos, puede 

&AS P04411IN 
ntambién tra sferir 	a células cercanas. Está reportado que un anticuerpo 

11 

monoclonal, el CD6, dirigido contra la lectina específica para Gal/Ga1NAc 

reconoce epítopes en la superficie de células epiteliales durante un co-cultivo 

con amibas. Esta transferencia es contacto dependiente y requiere de amibas 

enteras. Se especula que este proceso tiene relevancia en la citopatogenicidad 

de la amiba y que podría funcionar en el rompimiento de la integridad 

funcional de algunas células (Leroy et al., 1995). 

En este trabajo demostramos que uno de los mecanismos mediante el 

cual el parásito Entanweba histolytica evade la tisis mediada por complemento es 

la incorporación de moléculas reguladoras provenientes de los eritrocitos. Este 

tipo de transferencia está descrito para células endoteliales, pero es la primera 

descripción que se hace como mecanismo de evasión en un parásito. 
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RESUMEN 
La resistencia de Entamoeba histolytica al comple-
mento es un factor importante en la capacidad 
invasora de este parásito. En el presente trabajo se 
resumen los principales hallazgos sobre la interacción 
de las amibas con el sistema del complemento. Los 
trofozoítos de E histolytica activan al complemento 
por las vías clásica y alterna. Existen diferencias 
entre las amibas patógenas y las no patógenas en la 
resistencia a la tisis mediada por el complemento. El 
mecanismo preciso de la resistencia a la lisis no se 
conoce, pero ya se han propuesto algunas hipótesis 
acerca de como las amibas resisten la muerte por el 
complejo de ataque a membranas. 

PALABRAS CLAVE: Entamoeba histolytica, 
complemento, tisis, resistencia, complejo de ataque 
a membranas. 

ABSTRACT 
The resistance of Entamoeba histolytica to 
complement is an important factor in the invasive 
capacity of this parasite. This work summarizes the 
main findings about the interaction of amebas with 
the complement system. TrophoZoites of Ehistolytica 
activate complement by the classical and alternativa 
pathways. There are differences between pathogenic 
and non-pathogenic amebas in their resistance to 
complement mediated lysis. The precise mechanism 
of the resistance to complement is not known, but 
there are some proposed ways of how amebas resist 
killing by membrane attack complexes 

KEY WORDS: Entamoeba histolytica, comple-
ment, resistance, lysis, membrane attack complex. 

INTRODUCCION 
La amibiasis es el padecimiento provocado por el 
parásito Entamoeba histolytica. Este parásito pue-
de permanecer como comensal en el tracto digestivo 
o invadir algunos órganos como el hígado. Se sabe  

que en este cambio de comportamiento están 
involucrados diversos factores tales como inducción 
de muerte por contacto en las células del hospedero, 
liberación del ameboporo y proteasas de cisteína y 
resistencia a los mecanismos de defensa del huésped. 
Uno de estos mecanismos es el sistema del comple-
mento. Este sistema está formado por un conjunto 
de reacciones altamente integradas y controladas 
que combinan mecanismos primitivos de reconoci-
miento y funciones efectoras que juegan un papel 
muy importante en otros sistemas de defensa de los 
organismos. 

I. EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO 
El complemento es el principal sistema efector 
citolítico presente en el suero. Está formado por 30 
o más proteínas, presentes en el plasma o en las 
membranas celulares, que actúan solas o en coope-
ración con anticuerpos o con células que expresan 
receptores del complemento. Desempeña varias 
funciones en los organismos como incrementar la 
permeabilidad vascular, contracción de músculo li-
so, liberación de mediadores de células cebadas, 
opsonización y fagocitosis, activación y quimiotaxis 
de neutrófilos y tisis de células, entre otras (Tabla I). 

El sistema del complemento puede activarse por 
dos vías, la clásica o la alterna, las cuales llevan al 
ensamblaje del complejo de ataque a las membranas. 
1,1 función primaria de las vías de activación es la 
formación de las convertasas de C3 que rompen al 
componente C3 en C3a y C3b. Esta ruptura provoca 
la exposición de un enlace tioéster que puede reac-
cionar con grupos amino o bidroxito (Fig 1). 

II. LA VIA CLÁSICA 
Esta vía se inicia por la interacción del complejo Cl, 
constituido por Clq, Cls, Ch, con complejos inmu-
nes formados por anticuerpos de las clases IgG o 
IgM unidos a sus antígenos respectivos. Esta 
interacción permite la activación de las proenzimas 
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TABLA 1 

PROTEINAS DEL COMPLEMENTO Y ALGUNAS DE SUS 
CARACFERISTICAS ESTRUCTURALES 

Proteínas Masa molecular 
(kDa) 

Características 
estructurales 

Vías de activación 
Clq 462 Similar a la colágena 
Clr/Cls 83/83 Proteasa de serina, SCR' 
Factor D 24 Proteasa de serbia 
C2/Factor B 102/92 Proteasa de serina, SCR 
C4/C3 205/185 Contiene tioéster 

Vía terminal 
C5 190 Similar a C3 y C4, sin tioéster 
C6/C7 120/110 Formadoras de poros, SCR 
C8/C9 150/71 Formadoras de poros 

Proteínas reguladoras 
Plasmálicas 
Properdina (P) 220 
Inhibid« de Cl 110 Inhibidor de proteasa de serina 
Factor I 88 Proteasa de serina 
Proteína que une C4 500/150 SCR 
(C4bp)/Factor I-1 Proteína S o vitronectina 83 

Unidas a membranas 
Factor acelerador del decaimiento (DM?) 70 SCR, anda de PP 
Proteína cofactor de membrana (MCI') 45/70 SCR 
Factor de restricción homóloga 65 Ancla de PI 
CD59 18 Anda de PI 

Receptores del complemento 
CR1 (4 alotipos) 250, 220, 190, 160 SCR 
CR2 145 SCR 
CR. 165 (a) Integrina de leucocito 

95  (3) 
p150, 95 150 (a) Integrina de leucocito 

95 (a) 

'SCR: Repeticiones consensales cortas; "PI: fosfatidilinositol 

Clr y Cls. El Cls activado rompe al C4 en C4a y 
C4b. El C4b interacciona con C2, lo que provoca su 
ruptura y la formación de la convertasa de C3 de la 
vía clásica que rompe al C3 en C3a y C3b. El C3b se 
une covalentemente a la membrana activadora y 
funciona como aceptor de C5, lo que modifica la 
especificidad de la convertasa de C3. Se forma así 
la convertasa de C5, que hidroliza a C5 en C5a y C5b, 
con lo que se inicia el ensamblaje del complejo dr 
ataque a las membranas. 

111. LA VÍA ALTERNA 
La activación de este vía no requiere de la participa-
ción de anticuerpos y juega un papel muy importante 
en la defensa contra los agentes infecciosos. Las 
partículas activadoras son de naturaleza diversa 
como bacterias, virus, hongos, parásitos, células 
infectadas por virus y algunas células tumorales. La 
iniciación de esta vía se da cuando el C3, modificado 
en el tioéster por agua (C3H20), sufre un cambio y 
expresa una conformación y función del tipo C3b 
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Figura 1. Diagrama que representa las vías de activación del 
complemento que culminan con el ensamblaje del complejo de 
ataque a membranas. La vía clásica (izquierda) se dispara por 
complejos inmunes y la vía alterna (derecha) se activa por una gran 
variedad de compuestos y superficies celulares. 

llamado C3i. El C3i se une al factorB y este complejo 
es roto por el factor D. Se forma la convertasa de C3 
de la vía alterna que rompe al C3 en C3a y C3b. Cada 
molécula de C3b puede formar una convertasa de 
C3, por lo que se producen muchas enzimas en la 
superficie celular y en la fase fluida. La formación 
indiscriminada de convertasas de C3 se evita con la 
acción de los factores H e I. El factor H compite con 
B por la unión a C3b y facilita la disociación de 
C3bBb. El factor I hidroliza a C3b. La properdina 
estabiliza las convertasas de C3 y C5 de la vía 
alterna, lo que impide el decaimiento de estas enzimas. 

IV. LA VIA MEM13RANOLITICA 
Esta vía se inicia con el rompimiento de C5 en C5a 
y C5b. El C5b forma un complejo con C6 que se une 
a la membrana celular y a este complejo se unen C7 
y C8. El complejo C5b8 permite la asociación y 
polimerización de C9 y la formación de las lesiones, 
Las lesiones producidas por el complejo de ataque 
a las membranas permiten el intercambio de peque-
ñas moléculas e iones y la entrada de agua, lo que 
provoca que las células se hinchen y se lisen. 

El comp lemento puede participar en el daño a los 
trofozoítos de Entamoeba histolytica por mecanis-
mos como Iisis provocada por la acción del comple-
mento en forma dependiente o independiente de 
anticuerpos y muerte de las amibas mediada por 
células fagocflicas (1), 

V.ACTIVÁCION DEL COMPLEMENTO POR 
Entarnoeba histolytica 
En los primeros estudios sobre la interacción de E 
histolytica y el complemento se demostró que los 
trofozoítos de las cepas IIK9y NII1200 eran lisados 
por suero de humano normal (SHN) a una concen-
tración mayor de 10% v/v. La tisis de amibas con 
suero adsorbido con trofozoítos mostró que el efec-
to lítico se debía al complemento y no a los 
anticuerpos . La participación del complemento en el 
efecto citopatógeno (ECP) del suero de humano 
sobre E histolytica se demostró por la inhibición de 
éste por calentamiento a 56°C por 30 minutos, por 
la adición de zimosán, factor del veneno de cobra 
(CVF), EDTA o EGTA. En el último tratamiento el 
ECP se restauró al añadir, además de EGTA, iones 
de magnesio (0,3 mM). Esto demostró la participa-
ción de la vía alterna del compl¿mento, ya que la 
activación de la vía alterna requiere de la presencia 
de iones de Magnes i o, a diferencia de la activación de 
la vía clásica que requiere iones de calcio. Además, 
los trofozoítos de E histolytica indujeron la conver-
sión del componente B en Bb y Ba (2). La incubación 
del suero con Ehistolytica causó unadisminuciónde 
los niveles de complemento determinados en el 
sobrenadante de la reacción. Al analizar los niveles 
de los componentes Cl, C4, C2 y C3 en el suero 
adsorbido con trofozof tos, se encontró que el nivel 
de C3 se redujo sign ificativamente, mientras que los 
niveles de Cl, C2 y C4 mostraron una leve disminu-
ción, Esto fue una demostración más de que las 
am ibas eran I isadas por la activación de la vía al tema 
(2). Otros autores también demostraron esto utili-
zando suero de cobayo deficiente en C4, con el cual 
no hubo lisis de E histolytica (3). 

En otros experimentos se demostró que la amiba.  
activa también al complemento por la vía clásica. El 
uso de sueros deficientes en componentes requeri-
dos para la activación de las vías del complemento 
permitió conocer que la superficie de la amiba pro-
mueve la activación del complemento por la vía clá-
sica, sin la participación de anticuerpos específicos 
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(4). Estos autores probaron la activación del com-
plemento al medir el depósito de O y la lisis celular. 
Al incubar trofozoítos con suero de humano normal 
adicionado con ImC3, éstos unieron moléculas de 
C3b a sus membranas en ausencia de anticuerpos 
específicos. 

VI. COMPONENTES AMIBIANOS QUE 
PARTICIPAN EN LA ACTIVACION 
DEL COMPLEMENTO 
La superficie celular de la amiba, rica en 
carbohidratos, es un contribuyente muy importante 
en el consumo de componentes de las vías clásica y 
alterna del complemento en la fase fluida (4 y 5). 
Actualmente se sabe que una de las proteasas 
amibianas, la proteasa neutra de cisteína de 56 kDa, 
activa al sistema del complemento por el rompi-
miento de C3 en la fase fluida (6). La degradación 
del C3 se da en la cadena a entre los residuos Ser y 
Asn en las posiciones 78 y 79, de manera muy similar 
a la ruptura de C3 por las convertasas. 

VIL LA RESISTENCIA AL COMPLEMENTO 
COMO UN FACTOR DE PATOGENIA DE 
Entamoeba histolytica 
Los trofozoítos que infectan tejidos parecen ser 
refractarios al daño por complemento. Para demos-
trar las diferencias en sensibilidad al complemento 
se han empleado muestras clínicas cultivadas en 
condiciones que imitan las del intestino del humano 
por la adición de bacterias y almidón, Según Reed y 
colaboradores (7), la resistencia o susceptibilidad al 
complemento está correlacionada con los zimo-
demos de los trofozoítos aislados. Las amibas 
mantenidas en medio de Robinson con zimodemo I 
y HI no patógenos fueron susceptibles a la lisis por 
la activación de la vía alterna del complemento. 
Por el contrario, 9 de 11 cepas patógenas (zimode-
mos II, IX y XIV) cultivadas bajo condiciones 
idénticas, fueron resistentes a la muerte por comple-
mento (7). 

Otros autores probaron la susceptibilidad al suero 
de humano y de hámster en amibas patógenas, con 
diferente grado de virulencia, crecidas en medio 
axénico y medida por la formación de abscesos 
hepáticos en hámster. Encontraron que las amibas 
capaces de inducir los abscesos hepáticos en el 
hámster son resistentes al complemento y tienen la 
capacidad de consumir componentes del comple- 

mento, mientras que las amibas que no son capaces 
de inducir abscesos son susceptibles al complemen-
to. De acuerdo a estos resultados, los trofozoítos 
deben adquirir resistencia al complemento para 
poder sobrevivir dentro del animal y desarrollar las 
lesiones hepáticas (8). Además, las condiciones de 
crecimiento son un factor muy importante en el 
desarrollo de la resistencia a la lisis por complemen-
to. En otro estudio hecho con aislados recientes de 
amibas patógenas y no patógenas se reportaron 
resultados diferentes a los mencionados anterior-
mente. Estos autores observaron que los aislados 
patógenos eran Usados por la activación de la vía 
alterna, mientras que los aislados recientes no 
patógenos fueron insensibles a la lisis dependiente de 
la activación por la vía alterna (9). 

Para lograr comprender como E histolytica inva-
de ciertos órganos del huésped en presencia del 
complemento, se cultivaron trofozoítos en un medio 
adicionado con suero normal de humano y se probó 
su sensibilidad a la lisis. Las amibas de la cepa HM1 
y la clona 5C1, derivada de esta cepa, fueron trata-
das repetidamente con suero normal de humano y 
mostraron una susceptibilidad reducida a la lisis por 
complemento. La resistencia fue revertida cuando el 
tratamiento con suero normal de humano fue sus-
pendido (10). Estos autores sugieren que la resis-
tencia es una capacidad adquirida y no el resultado 
de un proceso de selección de una subclona genética-
mente resistente. Esta resistencia depende de la pre-
sencia continua de suero, lo que sugiere que es indu-
cida por el complemento. 

VIII. ACTIVACION DEL COMPLEMENTO 
POR AMIBAS SENSIBLES Y RESISTENTES 
AL SUERO DE HUMANO 
Las amibas sensibles y las resistentes al suero son 
capaces de activar al complemento. Ambas cepas 
consumen componentes del complemento en forma 
rápida, demostrado por la cantidad de suero reque-
rida para usar el 50% de eritrocitos (CHA y activi-
dades hemolíticas de C3, C7 y C59. Cuando ambas 
cepas se incuban con l'73C3 en presencia de SHN al 
10%, la cadena alfa de C3 en la fase fluida se rompe 
en C3b o C3bi. Por otro lado, en la superficie celular 
sólo se localizan moléculas de C3 con la cadena alfa 
intacta (11). Se sugiere que las cepas sensibles al 
complemento se I isan por una reacción que incluye.  
el ensamblaje del complejo de ataque a las membrw! 
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nas iniciado por el rompimiento de C3 en la fase 
fluida (11), 

Otros autores probaron la unión de C3 a diferen-
tes aislados de E histolytica. Al determinar 
cuantitativamente el C3 unido a las amibas de un 
aislado patógeno, un aislado patógeno pasado por 
hígado de hámster y un aislado no patógeno, obser-
varon que las amibas patógenas sensibles al comple-
mento unieron más productos de C3 que las amibas 
resistentes al complemento. Los productos de C3 
unidos covalentemente a los parásitos fueron C3bi y 
C3d (9). Estos autores adjudican las diferencias en 
sus resultados, con respecto a lo observado anterior-
mente, a que en el primer estudio las amibas fueron 
incubadas a una concentración de suero del 10%. 
Esta concentración sublítica de suero pudo resultar 
en una activación del complemento insuficiente para 
detectar C3b en la superficie del parásito. 

El mecanismo por el cual estos organismos eva-
den la destrucción mediada por los componentes 
citolíticos no se conoce. Es probable que las cepas 
patógenas de E histolytica utilicen mecanismos 
similares a los descritos para otros parásitos para 
evadir la lisis por el complemento. 

Como un acercamiento en la búsqueda de un 
mecanismo de resistencia al complemento en E 
histolytica similar a los encontrados en otros pará-
sitos, Braga y colaboradores (12) utilizaron amibas 
cultivadas en presencia de suero de humano (resis-
tencia 50% mayor que en amibas no cultivadas), para 
inmunizar ratones A/J e identificaron dos donas que 
aumentaron la lisis de E histolytica por el suero de 
humano. Este aumento en la lisis se presentó en 
amibas expuestas a las proteínas de C5b-9 en ausen-
cia de cualquier otro componente, se dio con los 
fragmentos Fab del anticuerpo, no hubo lisis en 
presencia del anticuerpo solo o sin C9 y el anticuerpo 
aumentó la unión de 1"3-C9 a las amibas de la cepa 
HM1 resistente al suero. El componente celular 
afectado por el anticuerpo monoclonal es intrínseco 
a la membrana de la amiba y no derivado del suero, 
ya que el efecto se observó en amibas resistentes a 
suero humano preparadas sin la presencia de éste. 
Estos resultados sugirieron que el anticuerpo 3D12 
potenciaba la activación de C9 por el C5b-8, posible-
mente al neutralizar un inhibidor de la formación del 
poro. El anticuerpo monoclonal 3D12 inmuno pre- 
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cipitó una proteína que migrabajunto con la subunidad 
de 170 kDa de la lectura específica para galactosa o 
"adhesina". Esta adhesina es uno de los principales 
componentes de la superficie celular de la amiba. La 
adhesina purificada por afinidad redujo en un 90% la 
Tisis mediada por los componentes del complejo 
C5b-9 y este efecto fue parcialmente revertido por la 
adición del anticuerpo 3D12. Se demostró que la 
adhesina específica para galactosa une C8 y C9 e 
inhibe la lisis de amibas sensibles en el punto del 
ensamblaje de C8 y C9. Esto la hace similar a la 
proteína reguladora del complemento, el CD59,. 
cuya función parece residir en su capacidad de unirse 
a C8 y C9 en el complejo C5b-9. 

Por medio de estudios de citofluorometría se 
encontró que un anticuerpo monoclonal contra CD59 
reconoce una molécula fuertemente expresada en la 
cepa de E histolytica HM1: IMSS. Se comparó la 
reactividad cruzada entre dos cepas de E histolytica 
HM1: IMSS y la mutante BG3, que es menos viru-
lenta en términos de producción de abscesos hepáti-
cos en el hámster y se observó que la marcación fue 
sustancialmente más intensa en la cepa altamente vi-
rulenta (intensidad de fluorescencia media MFI 
=249.7) que en la mutante BG3 (MFI=102.3)(13). 

En otros experimentos se observó que la resisten-
cia al complemento inducida en E histolytica pa-
tógena, por el paso por hígado de hámster, fue com-
pletamente abolida por fijación en glutaraldehído o 
tratamiento con tripsina y se revirtió parcialMente 
con citocalasina B. El efecto de la tripsina dependió 
del tiempo entre el tratamiento con la enzima y la ex-
posición al complemento y resultó en un incremento 
del doble en la cantidad de productos de C3 unidos 
a las amibas, por lo que estos autores piensan que un 
factor, sensible a tripsina, interfiere con la amplifica-
ción de la vía alterna. A diferencia de lo encontrado 
con las amibas patógenas, la resistencia al complemen-
to de las formas no patógenas no se vio afectada por 
ninguno de los componentes usados. Al fijar en glu-. 
taraldehído a las amibas resistentes y a las sensibles 
al complemento, no sólo fueron altamente suscepti-
bles a la lisis sino que también unieron cantidades 
similares de productos de C3. Bajo estas condicio-
nes la unión de C3 fue siete veces mayor que en las 
amibas no tratadas. Esto sugiere que los mecanismos 
que intervienen en la resistencia al complemento 
difieren entre amibas patógenas y no patógenas (14). 
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IX. LA ACTIVACION DEL COMPLEMENTO 
EN EL DESARROLLO DE LA AMIBIASIS 
El papel de la activación del complemento en el 
rechazo de la infección amibiana in vivo fue estudia-
do en hámster tratados con CVF e inoculados pos-
teriormente con E histolytica. El tratamiento con el 
CVF resultó en una disminución del complemento 
por al menos dos días, lo cual fue mostrado por la 
actividad hemolítica del suero y provocó en estos 
animales pérdida de peso, mayor frecuencia y grave-
dad en las lesiones hepáticas y disminución en el 
tiempo de sobrevivencia, en comparación con los 
animales control (15). Los hámster tratados con el 
CVF y los controles mostraron títulos similares de 
hemaglutinación directa. Esto indica que la frecuen-
cia y exacerbación de los abscesos hepáticos en el 
hámster no parecen deberse a una alteración o 
supresión de la respuesta de anticuerpos a las amibas. 

El desarrollo de la infección amibiana en el huma-
no es un fenómeno multifactorial en donde el 
complemento juega un papel muy importante en la 
relación huéspedparásito. La presencia de 
anticuerpos dirigidos contra antígenos de superficie 
indica que el complemento puede ser activado por  

la vía clásica. Los pacientes con abscesos hepáticos 
amibianos presentan niveles variables de comple-
mento dependiendo de la fase del absceso. En gene-
ral, los niveles de C3 son bajos y los de Clq son 
normales. Esto sugiere que la vía alterna es activada 
o que el daño hepático puede disminuir la produc-
ción de C3. Por otro lado, se ha observado que las 
concentraciones plasmáticas de Cid están elevadas 
en pacientes con padecimientos hepáticos crónicos, 
independientemente de las concentraciones séricas 
de C3. 

CONCLUSIONES 
La resistencia de Entamoeba histolytica a una de las 
defensas del hospedero, como lo es el complemento, 
representa un factor muy importante en la invasividad 
de este parásito. Los trofozoítos son capaces de 
desarrollar resistencia al complemento si se cultivan 
en presencia continua de suero. Las cepas resisten-
tes y susceptibles al suero activan y consumen los 
componentes iniciales del complemento en la misma 
forma y al mismo grado, por lo que la resistencia a 
este mecanismo de defensa del huésped debe radicar 
en la forma como las amibas impiden el ensamblaje 
del complejo de ataque a las membranas. 
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ABSTRACT: Soma Entamoeba bletolytIca @tesina reelst 

compleaent ~Usted lysts by nema. Both susceptible and 

re:lit:Int «reina actívate the complement system 

eguivalently, but resistent amaba, evadí killing by reabran. 

attack complotes. Our objectIve was to determine the 

mechan:a by which trophozoltes ot L. histolytica  twist 

lyeis by hurten sera. Amabas were nade reslatant to lysie by 

incubationa with incresaing concentrations ot normal Unan 

sarna. The poasibillty that ;eslatant cella ingeet ~brama 

attack rompieses vas explored by subcellkilar trectionatlon 

ot susceptible and resistant trophosoltee treated with 

sublytic concentrations ot Aman ascua containing 

radiolabiled C9. in both cases, wat ot the label vas round 

essociated to the tractions containinq platina membrana. In 

egulvalent conditiona, the susceptible atrain consistently 

showed more labia associatid to theee tractIons than the 

resistent *trato. Thus, the potaibility that the sombran* 

attack capto:tse ware relamed to the medium vas explorad. 

Both reatetant and susceptible trophosoltes release to the 

medium similar amounts o! material excluded by Sobaron CL- 
/ 

28 in the praline° or Miente ot normaihumen lema. Labeled 

C9 *tutee, together with the main bulle ot proteica tras the 

medbus, indicating that it tu not in vesicles or high 

molecular weight aggregatee. Coincubation ot susceptible 

amabas with lysatee ot resistent trophotoitea maks& 
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susceptible calla reslstant within 30 mln. l'asistente to 

lysie by situaran aleo be acquirsd by susceptible ambas 

altar coincubation with iyeatee frac humea erythrocytee or 

alter feedinq that With whole buzan red blood celta. . 

neelstant tropholoitee show intensa Immunofluoreteent 

etaininq on their surtir, wlth enti-human erythrocytio 

~abran, antibody, whereas susceptible celta do not. Theee 

resulta eulmeet that resietant ottani: ot amebas ;nutre 

reoLitance to 1y/de by soma by incorporatinq loto thelr 

membrana complement requlatory proteino. 

IN0tx minCRIPTORS: rntamosbe histolytica, complement, lysis 

resistente, mechanism. 
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Compleaent mediated lysla hes been deacrIbed as e host 

definas mechanisa againet different perailtes sed other 

organismo causIng Infectloua di eeeeee In general pethogenic 

atraje. are more resistant to ita actlon because they have 

developed ditterent evadan ¡traten!** involving some aspect 

ot complement ectivation (Jalear, 1901). 

The laterectIon of complement with the prototoan 

intamoeba hletolytice has bien studied ter over 15 yr and 

moet of the work has besa focused on ita ectivatlon by the 

trophoeoite. It has bien establiehed that virulent atriles 

generally resist lysla by !n'eh husma serum,' whereas non 

virulent etraine do not (Regid et el., 1903). There are no 

eignIficent differenees In the ectivation ot complement by 	' 

resistant and susceptible «reine (Raed et al., 1916). 

Activated terminal complazca! ~ponente C5b6, C7, :8, and 

C9 are able to lyse both resistaait and susceptible atraías 

to a similar extent (Raed and diglt, 1990). 

On the other hand, en in vitro aathod has biendevelOped 

that produces loso of suoceptibillty to complemant lyale by 

expostng trophotoites to e serles of treatmante with normal 

human soma (Calderón and Tovar, 1900. Trophonoltes nade 

realetant to lyile by normal bovino seres °ging this anithod 

showed reeistance to 'yola by normal sera from hamater and 

human and aleo showed en enhanced calacity to produce amelgo 

1Lver abacesseo in hamaters (Mogyoros et ei., 1986), This 
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was Interpretad es evidence that resistance to lysie by 

noraal sarna aleo incr eeeee the virulence of the Atraje. 

There era currently e fea IndicatIons es to the 

mechan)" by whtch amebas become ~Latan! to coapleaent and 

ictually evade the Action of the terminal componente of the 

cascada. Calderón and Tovar (1916) suqgeeted that resistance 

to lyeis Le en Inquirid retirar than a g.eettc property, 

alece suoceptibillty to ly.is roas regatead within 1 wk atter 

treetmente with normal serme mire terminated. 

Drage et al. (1992) have suggeated that the galeotos,- ' 

apiolan adheein madietea the inhibition of the C5b-9 or 

membrana Attack compilo: 	(because of ita eequence 

olallerity and antlgenic crosereactiviny ‘with CD51: en 

inhibitor of MAC in hozan blood cells), by molecular mimicry 

and 'hired complement inhibitory tunctIons. flores-lamo et 

al. (1991) observad that virulent 1D1I-1)136 atraía bid e asan 

fluorescence Intensity whlch vas alaost two and e hale times 

hIgher then that of the non virulent mutant 1163 of the esas 

etrain, when atablad with a rat mónoclonal antibuien C050 

and TITC-labeled &hm> antirat 	fragmento as 

eaconderi entibody and anelyzed by flow cytometry. They 

conclude that the omite contelns e CD59-like molecule sed 

uses the átrategy of molecular miaicry of complement 

regulatory proteína to evade the host. 
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In thia work ve have analyted the »achantas by which 

trophotoltes ot t, hietolvtica evade lysia by temo. 

Initlslly, ve triad to detonan* it they lotero/Alias or 

release the KAC, ex has been observad tor «cairel nucleated 

edkaryotic cella (Cerney et al., 1915/ *roan, 19191. aloco 

our resulte ware nsgativs, we testad it reeletance could be 

transterred by colnoubatIon with lyeatee of resistent collo. 

Me tound that euscoptible amebas tomad erguir* lysis 

restituir* within 30 ola of coincubetIon. Sinos virulent 

ambas have a hioh rete ot arytbroihagocytosis, ve aleo 

investigated it they cocad seguir, cosplement regulatory 

noleculee !roa thle source. Cur resulte show that thia is 

indeed the cate, and auggeet that thle my be an leportent 

~chanten by which trophosoites resiet conplexent lysis. 

NASTAIALS AND laT110115 

Trophogoitea of 1. histolytica strain )91III4$3 vera 

conoced akonlcally in TTI-5-33 rodium at 34.5 C (Intiond, 

19831. The cella ware harveated at elther 48 or 72 hr and 

washed twice with phosphate buffered salino for amebas (POS-

A) cominillo ot 1 purt 150 en phoaphate buffer pn 7.2 and 9 

parta 190 W4 MaCI. 

Amebas reeistant to lyele by huelan serme ware preparad 

iccording to the method of Calderón and Tovar 1191141. 

OrLetly, 1 X 10' celie vera lylcubated tor 2 br st 37 C ln 

aodltied TT2-0-33 beata, with 500 0K Wit  and 150 1211 CaCis 

and freeh !untan eerup. Atter thia incubation, the cella ware 

centrifugad and the »duo wlth hipan seras vas replicad by • 

the mann ~loa cantal:duo borlo* sem. The telt nuaber 

wat deternined after,24 br and readjusted to the initial 

=ober and the tteatment with rediuncontiining tteeh Unan 

tatue wat reportad. The Initlel concentratton ot fiesh huaan 

teme «ti 101 iv/v) and vas increased in 5i Intervale to 

401. Once realstance to lysis vas achieved (atter 120 days) 

it wasnalntained by periodlo triatmente with fruti huno 

tem 110011 during 2 hr. 

Ter control expertas:no with deconpleaented &trua, 1 al 

Oread buzan ascua wat ettopentially treated 5 timas with 1 aq 



ot 2yeaosan. Under theae conditions wa dld not fiad any 

residual complement ictivity. 

for the lysle essays, 200 pl. with 3 X 10' trophoroltee 

ware Releed with 200 pl of fresh or Zymain inactivated humea 

serme. The final concentrations of nena ware 0, 5, 10, 15, • 

20, 30, 40 and 5011 (v/v). Seca wat diluted In Varonil 

salto, buffer ter tabas (1/95-A) which contained 5 aH 

dlethylberbiturate, 500 pH »XII, 15 pH CACI*, and 193 eH 

NaCl, pH 7.2. The mixtures atece Incubated at 37 C ter 30 »In 

and the cella ware reiuspendeed every e min. They were 

centrituged at 164 1 for 10 set to ellainate the serena. The 

residual teophOloites were resuspended in 250 	of211 -8-33 

medlua to ccunt viable cella, using phaee contrast 

aicroacopy in a modified Neubauer chimbar. The percentagr of 

lysla ves detined ea the reduction of viable amebas in fresh 

buzan sarta comparad to that in inactivated aman sena, al 

follows: 

ivieble celle_an control'. viable calle in treete proa) X 100 
viable cella in control 	e 

SusceptibilitY to lysis under equal complement 

concentratlone in the lytic assay was detined as the 

quotient oti 
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'yeti tos arabas pretreated with fraude serum 	x 100 
1 lyala for amebas pretreated with inactivated serena 

numen C9, waa puritied as descritwd previously 

(01eaecker and Mullir -rberhard, 1900p Reuter st el., 1901). 

for lose experiaents, 27.5 pq of C9 ware lodinated to a 

epecific activity of 1-2 pCi/pg with 1 washed isdotead 

(fiero Chealcal Co., Rockford, Illinois) at 4 C for 5 ala. 

'Yes toditas was removed as previoualy describid (Tutayniki 

at al., 1910). With this procedan, the radioloctinated 

proteln retainedbetween 45 and 1005 of the specific 

heaolytic activity. Subtellurar tractions of trophoultee 

incubated with sublytic concentrationsof mensa containiag 

u'ICO were eibtained as describid by Rosenberg and Oitler • 

(19151. 

Releas° of high molecular weight aaterial, euch as 

vesicles, by trophowitea to the medís:a wat; analyzed by 

Incubating le X 10' trophotoites in different conolittonm 

time Resulta), centritUghes the cella at 500 2, and pampino 

0.5 al of supernatant through a Sepharose C6:2B coluan (1 X 

20 tú) 0Horgan at al., 19071. fractions of 0.3 al mere 

collected and raid at 200 na in a spectrophotoaeter and 

counted 	a gamma radistion comentar, when neceseary. 

Buzan nema deticient in C9, usad in some experimenta, was 

purchased from Signa (5t. Louis, Migeouri) 
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Arabic lysates of maceptible and realstant amebas vare 

preparad by washIng 10 x 10' trophoieltee with P83-A and 

subjecting them to 10 f 	-thaw cyclea. Atter this, M -(M 

(L -3 tranacarboxyran-2 -cerbonyl) -lemy11-amatine (6-6/) 

wat added to a final concentration ot 10 gM. Soma of Chas• 

lyiates mere heatid at 60 C ter 30 sin, put lo a bolling 

water bath for 3 sin or centrifugad at 436,000 q In a 

beban tabletop ultracentrifuge. 

Numen erythrocyte lyietee ver* preparad by obtalning 5 

ml of normal huaso biood and diluling them loto 5 ml of 

iteras Atiesara golution. The red callo ware mobed 3 tima 

Ln 2.51 &otro.% 0.11 gelatin, 5 sil diethyl barbiturite, 

150 gM CaClh 1 AH MgCla, pH 7.6 foavail, and vire counted 

in a hemacytometer. From a siolutlon containIng 3.8 X 10' 

cella/al in 05/610', 300 pl were lyaed by addlng 500 pl 

dletilled water. Iiotonic wat comentrations for ambas 

ver, reiterad by addlng MCI to a final comentratIon of 190 

Susceptible trophotoltes ver* exponed to different 

lysates by weihing 5 x 10' callo with POS-A and then 

incubatinq them in 200 pl of lysate, for 30 :sin st 37 C. The 

oupernatant was elimlnated by centrifugation and the pollee 

idas resuspended in 965-A to Ove a final concentration of  

1.5 x 10' cells/m1. Simples of 200 pl ware taken to perfora) 

the lyele experimenta deacrIbed abovs. 

Phagocytoils of red colla vas perforned by addlnq 500 

or 750 pl of husmo erythrocyte supenslon (ce x 10' 

cella/al) to a 25 ca' tisana cultura flaak of a 48 hr 

cultura oftrophozoltee (9 or 10 X 10' cella) in aterils, 

condltiona and cultIvating the amebas for anothir 41 hr: 

Cella yero then harveated and the resistente to complement 

lysie vas ditermlned es prelriouily describid. 

In orden to observa the proteina tica the erythrocyte 

membrana incorporated to the ambas, 5 x 10' trophozoitem • 

viere fed for 41 br with "11 erythrocytm labeled with 

lectomroxidase (tarchalonle, 1969). Briefly, two 50.m1 

conical tubas each contelning 2 al of a auspenalon of 5 x 

10'colle/al vete incubated with 1 aCi Maui' and 200311 of 

lactoperoxidase (6 mg/m1). 40311 of hYdregen Peroolda (0,031) 

ware added to each tuba at 0, 2, 4 sin of incubation et 37 

C. At ' o sin, SO al of cold DOVD" mire added to with tuba 

and cella ware waihed exhaustively. roa:mitad arythrecyteo 

ware added to a 25 ca' time culture flaok of a 41 br 

culture of trophozoltas (9 ce 10 X 10' cella) in 'tedie 

cOndltions and cultivating the amebas ter another le br. 

Cella vire then harvested, waahed extensively, fractionated 

as describid by Rosenberg and Gitior (1915) and counted for 
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U9I. Subsigusntly, Individual fractiens ware preelpitatad 

with trichloroacetic *cid (101 final concsntration), 

incubated In Ice for 1 hr and centrifugad at 109,000 A  ter 1 

hr. rrecipitates and supernatanta riere aleo counted for "4I. 

.Altarnatively, some amabas fid with "41 erythrocytes so 

deacribed aboya, ware Iyaed with halagan:anon buffer which 

contained 100 44( 7T1, 01 7.4, 230 tal lucros*, 10191 2-04 

(final concentration) and centrifugad a0 109,000 2 ter 1 br. 

danmanted material vas suspended in simple buffer and 

electrophorned In 12.59 *III gel* according to Laman 

(1270). A lysate ot 0"1 erytliroc/tee beta almo 

electroptoreeed al a control. 0.14 were dried in a gil dryer. 

(llorad. riChaocd, California) and the lanas ware cut'into 2 

m• once* and counted ter 1141. 

Rabbit antiserum againt human erythrocyte membrana 

antigene vea obtatned Orem Dato Corporation (Carpinteria, 

California). Secondary antirabblt Ig4 antibidles coupled to 

fluoreacein ware obtained from rolad (San Francisco, 

California). 

Immunotluormicence of trophoantas vas partorred as 

follown some susceptible trophotoltes rara rada reetatant 

by incubation with amable lysatea or by erythrophagocytone, 

am prenously describid. All 3 types ot cella (1 X 104) ware 

fixedin alther cold mathanol or cold 701 ethanol with 

13 

eguivalent resulta. rhey were washed thrte tima with VOS -A 

and Incubated for 1 hr &E 4 C with a 1010 dilution of the 

rabbit antlearum against human irythrocyta aaahrane 

instigan*. The cella mire waahed 3 times with VOS-A and 

incubated ter 1 br at 4 C with a 1020 dilution of the 

eecondary antlbody in 101 normal goat parra and VOS-A. Atter 

washing the cella 3 times In V113 -A they ware obssreed in a 

fluoreacence microacopa or amainad by tlow cytometry in in 

inca II cytofluorometer (Coniter tiectronica, (nabab, 

riorida). 
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Trophozoltea resistant to lyale by soma varo obtained 

according to the method de/cribad by Calderdn and Tovar 

(19161. trole teats were partormed by incubatIng the 

resistant and susceptible cella with freeh or tymosan 

treated serum st concentratione ot 10. 15, 20, 30, 40 and 

501. Figura 1 shows repreeentative resulte of **niel testa 

in width a sean ot 94.31 of sus¿eptIblio ~has and a asan of 

309 realetant ~boa ware lyseá by freah huaso asma st a 

concentretton of 504 (v/v). 

The flxation kinetics of rediolodinited C9 In freih • 

aloma for susceptible and resisten amebas use practically 

!d'aticel for both ausceptlbla•snd real 	amiba*. More 

than 904 of the counta bound within 60 sin at 37 C »re 

already bound to the cella within 15 min of adding ascua 

contelning "IC9 (data not ehown). 

Va Usted for the poesibilitythat trophoroltle 

Internelired membrana atteck complotes by incubating 

ausceptible and reúnan! trophosoltes with 104 serum 

containing radiolodlneted balan C9 for 30 ala at 37 C. Atter 

washing of the incubstion medium cella were waihed twice 

with coll 	tach cell 	use then subjected to the 

subcellular frectionation mithod of Rosenberg antiOltler 

(1995). Figure 2 shows a representativo experiment in which 

protein was deterained in each /reato') ea are Interna'' 
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control. the dlacontinuous line shows the radloectivIty die 

to C9 in a peak centering &round fraction 15 for both the 

ausceptible (Al and the resistant (SI trophoroltee. In Chis 

mithod, fractiona 12-10 lava beso Identitled as that& belng 

wat enriched in plasma mambrani netters (Rosenberg and 

Oltier, 19051. There usa to be no sIgniticent difterences 

in dietribution of the counts Indlcating that C9 la 

asaociated to the plasma ~rine, but the aire of the Peak 

for susceptible amebas vas coneletently hIgher than that of 

the realstant amibas. Tibie T ahoye the relativa »luce 

obtained for the peste in *overol experimenta. Theme data 

deaonetrate that more C9 is bound par cell by susceptible 

araban than by realstant amebas. 

Unce reslatant ~bao could be allainating part o! the 

• MAC by sheddlng lt to the medica, Int testad for Ude.  

poesibillty by Incubating susceptible and reSistant amebas 

with fresh sarna, *Grua deficient in CO or P55-A, for 1 hr 

st different temperaturas, and anelyzed thi componente ahed 

loto the madium by centrifuging the cella for Sain st 500 g 

and pagino the eupernatent through a Sepheroae CL-25 coluan 

(20 x 1 cm). Vealcies shed by asabas ehould amen In the 

flrst fractione collacted and free pnotetns should eppear 

atrerwards. Figure 3 shows the 'elution pettern Obeerved in 

both suaceptible and resialant amebas Incubated with normal 

huaan -serum (A and 5, respectivelyl, hundir) meras detictent 

in C9 lc and D), 11115-A (t and r), and normal huyan ascua 

16 



containing u'IC9 10 and N) sor 1 hr at 37 C. There were no 

differencea in the elution patterne between susceptible and 

resisten! amebas. The foraation of vssiclee, doeonstreted in 

the peak observad LO frection 7, vas independent of the 

medio' ofIncubetion and u'IC, vas not seeociated to tija 

froction (sea O and H). Tila indlcates that embebas do not 

elialnate CO by ehedding it In recicles. 

Sinos trophoroltee did not internen:e or mmhed the NAC 

on their anbrane, the posaibility that they acquIre 

aolecules that reviste the imaabranolytic pethway ot: 

coompleaant tlxation ase explorad. This amas done by preparing 

extracta of both euaceptible and resietant trophotoitee frota 

10 X 10' afolle by Creare -thaw cycies in the presence of 10 

04 E-04 (final concentratIon). Two lote of the emula 

.susceptible tropholones were incúbated with the 

corresponding extract for 30 *in at 37 C. ilter 

centritugation the supornatant vas oliainated and the cella 

were resuepended at a concentretion of 1.5 it 10' calla/al 

and tncubated with ceruma ea previouely deacrlbed. figure 4 

shows that ti. incubation of susceptible Amabas with 

extracto of renstent celle Incrseeed their resistente to . 

lysis In trent Unan sena to levele mallar to thon of 

reeletant cella, wherese those Inclbated with the extract ot 

susceptible cella reaained »bailar to the corresponding 

control. Thus, susceptible trophosoltes could be aedo 

reatatant to lysla by gema in 30 alma of tacubetton. 

17 

Unce the traneference of ~tante to complement 

lysis by thle method la remblacent of that usad to protect 

antibody costad eheep red blood calla froa complement attack 

10offman, 1969), ve opeculated that perhape amebas could 

becas* resistan by incorporating regulatory apleculee for • 

the leabrannytic pathway Croo phagocytoeed •cythrocytes or 

erythrocyte producía in the ardilla. To test tija hypothene, 

the tollowing experipent wat perforsed. A lysat• of fuman 

erythrocytes was preparad by heaolyeing thea in dIstilled 

water. This lyaate iras incybated In a proportion of 1000.:1 

(erythrocyteastrophornte), with susceptible eamibem for 30 

»in at 37 C. Atter washing the arabas they were reauspended 

.at a concentration of 1.5 X 10' asile/el and a lysis ~gay 

wad perforead as describid prenously. Figur, 5 shows that 

susceptible amabas incubated withtrythrocyte lyaste show e 

mallar &lois* of lysis resietanCo to freah anua than 

susceptible ~beim incubned with lyeate Cros remanent 

amebas and io'eaebas mude remanent to lysis by repeated 

treataents with treeh anua. 

tal:adelante in which viola tunean erythrocytes ware 

phegocytosed by trophotoites siso pava similar resulte. 

Waren trythrocytee In e proportion of 450 or 750 par amiba 

were added to a 25 ca' llegue cultura flan and the 

trophoroltes vera cultured edditionelly for 40 hr. Ambas ' 

vera then washed and resuspanded to a final concentration of 

1.5 X 109a1 and a lyais aseay vea pertoraed as describid 

10 



previously. The cella boca» more resistant to lysis by 

eerum atter 40 hr of having ingested red blood cella, and 

the reeistance correlated with the proportion of 

erythrocyteectrophosoltos within this ranga (Figura 4). 

frophosoites did not grow woll in the presence ot highur 

numbers of erythrocytea per tumba. 

To teat if amebas incorporated erythrocyte componente . 

that mode thea resletant to lysis by serum, 

lmmunotluorescencit studles of susceptible and resistant 

amebas, preparad by the 3 »abada describid prevlously ware 

parlotead uainq en antillana to huaan erythrocyte nombran. 

antlgene. puiceptlble amebas fluoreaced lees intensely under 

microecopic inspection than trophoroltes audeyeeletent to 

lytie by different aethodl (figure 1). Cuantitativo analyele 

of fluorescente by tlow cytomotry ehowed that cella 

resistan! to lysis had a mean fluorelicence intensity simaral 

orden of magnitud* higher than susceptible trophotoites 

(Table II). 

The tate of erythrocyte »labren* prohibe in amabas wie 

followed by feeding turrare lodinated red calle to 

trophosoltes (400 erythrocytee per amaba) and culturing them 

for 41 hr. ~bao acre then washed and resuspinded at a 

final concentratlon of 2.5 x 10'/ml and lysed. Subtellular 

fractions acre obtilned es describid and the tractions 

ccunted. figure A shows that mit ot the counta acre 

present in fractions 12 to 10, which correspond to amable 
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pluma Reabran*. figure e ti shows that over 0011 of the 

counte mire precipitated by trichloroacetic acid te tiloso 

tractions, while the counts in fractiona containing other 

subcellular coaponente showed leso precipitability. 

The sedlointed material of amebic lyeates obtained from 

trophowitee that had ingested surtan. D'anotad 

erythrocytee 41 he *adiar, was analyeed by polyacrylaaides  

gel electrOphoresis. figure 9 shows that redioactlim banda 

that correspond to sem of the intect protejas labeled by 

lactoperoxidase in erythrocyle membranes are Mleo,preeent in 

the crudo membrane fraction of trophozolles. Crythrocytes 

shoW labeled banda with Mr of 97, 7e, 43 and 25 kbawith a 

eteep neo in colines neer the butierfront of the gel. 

Amabic membranes siso show a big peak with an Kr of 91 kDa, 

two taall peak. at 7$ and 43 kDa and two big ¡maks centering 

at 33 and 25 kDa. 
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The resulto ot tbia work show that ene ot the 

mechan/4as by which trophoroltes ot E, histolvtica bacon* 

reslatant to lysie by "grua lo the incorporatlon int.* their .  

membrana of erythrocyte maleados, and perhaps other 

molecules from the madium, that regulate the aambranolytic 

pathwiy ot complement tixation. Thle observation le 

consístent with **varal other tIndings that have basa 

reportad ter pethogenlc amabas (Trigal' et al., 19701 Rivera 

et al., 1994/ Mora-Gallndo and )haya-Velázquez, 19931 

Floras-Romo et al., 1994). 

Thagocytic capaclty and lnc 	d ratea ot phagocytosle 

ot husma erythrocytes ere characterlatic of pathogenlc 

'trabe (tristl et al., 1979). Up to 50 erythrocytee per 

trophorolts of E. hletolVtica, atrito 11841311043, lave bien 

Observad, with a sean around O. The Cytoplasm ot the 

erythrocyte la digested relatIvely rapidly but lte sombran.. 

persiste In the vacuoles for hrs and la degradad cuch more 	• 

alowly Mera -Galindo and Anaya -gelato:usa, 1995). Thus, 

pathogenic amebas with a higher dlgeation'rate and diga:ni-RO 

mora erythrocYtee, could incorporate more regulatory 

molecules Int° thelr membranas. Also'  regulatory proteína 

present In the seria ot the cultura aadlum or in the tresh 

husma ser= to which amebas are esposad, could incorporate 
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lato the trophozolte plasma calibrarte, libe other cultura 

medito. proteína (Rivera et el., 1984). 	' 

This tetad explain wby E. histolvtica n'acta with 

polyclonel antibody againat erythrocyte membrana antígeno 

(Figure e and Tabla II) and aleonoclonal antibody te posan 

C059 (Flores-Roan et al., 1994). Although E. hlatolvtica 

intimen" croareact wlth antiCDl9 antibodlos (Braga et al.. 
1992), our experimenta suggest that the latter can asco/9111a• 

a croasreactIng molecule or bucen C059 incorporeted from the. 

cultura aedlum. 	' 

Lyeates ot realstant amebas transult the property of 

reslatance to lysis to suaceptible calla within 30 sin 

(Figure 4). Erythrocytes are aleo able to do Chis directly 

as a lyeate or atter soma time when Inputed -hola by 

trophotoItes (rigores 5 and 6). 

Several linee ot 'Vidente Indlcate that soma 

erythrocyte reabran* molecules are tranaterred intact to the, 

amable 'urraca. The reattivIty with antibody egainst batan 	• 

erythrocyte ~rano antillana in realstant cella (Figura 7 

and Tabla II) Incr ***** . TrichlorOacetic acid precIp1table 

red blood 411 ~rana protelni are tOund asinly In 

subcellolar tractions with amable pluma ~rana (Figure 

8). Electrophoretic analyals ot crudo amable 'Quilma' 

obtained from amabas, that phagocytoved butaca labsled 

erythrocytea 48 hr "adiar, show banda observad In intect 

red caí' oembranea. In particular, labeled proteine that 
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have the Mr ot band 3 (Mr 97 kna), band 4.1 (Mr 70 tea) and 

actln (Mr 43 kOa) (Repasky ead Gregorio, 19911 are visible 

In both preparatlone (Figure 91. Thus, other moleculea from 

erythrocyte membranas, Including complement regulatory 

protelns, ahould have the lose tate. 

The vatiebIllty of resistente to lysle by terna 

(compare the ~atanco of the S or R &traína in Figures 1, 

4, 5, and 6) can be explained by dIfferent numbere and/or 

diffirent types of molecules Wat incorporated finto 

trophotoltemembranes. 

Our obeervatIona are not Inconsistent with &isba, 

producIng moleculea that muta conplement regulatory 

Proteína (Braga et al., 1992). lut theme ere nnablo to 

protect bit cella fros complement lyaia, atter routing 

exenta culture. 

Amebas hico'. hisohly virulent and aleo reelatent to 

llela by serum atter liver pagsege in M'itero (lógyoros et 

al., 1900), It may be elgniticant In this tontea! that the 

Ilver la the cite ter degradatIon ot oíd erythrocytee and 

eynthesis of sany complement Componente (Law and Reid, 

19001.  
Oth.r pogelble membranolytic pathway evagion 

mechanisam, inportent ter varlous nucleated calle (Carnal,  et 

al., 1905; »roan, 1909), seas inelgulficent ter t. 

hlstolytice. MAC ramales on the plasma meabrane atter 30 mln 

ot incubatIon and le not ellmlnated More 2 A,81. The 
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observations that conslatently lees C9 vas bound per 

regiatant trophoulte, and that tunean Ce and C9 are not 

digested by ten ameblc lysate contalnIng all active ***bit 

protelneges (1. Gutlerreg-)robeh and R. Pérea-Monttort, 

unpubl. obrar.), auggested that regulatory moleculee on the 

surface of reglatent mabae  can partially block the binding 

of C9. This mechanism le abalar to that of C059 in red ,  

blood cella (Suglta et al., 1900). Trophoaoltes do not 	: 

glimlnale the MAC complexsa.by aheddIng, as has bien shown 

ter antlbody (Calderón et al., 1900) (Figure 3). 

Thus, the salo mechaniem ot regietance to lyais'by 

seres In R. hIstolvtica almas te be through the Action of 

regulatory moleculee. Ambas ere not the only cella that can 

atoare the**, molecules. 0Unctional homologoug restrIction 

factor frote hozan erythrocytea can be incorperated luto the 

m'abran* ot &my grythrocytes and protect thea from 

reactive lysle by C5b-9 (Laman st al., 1907). Intormembrang 

transfer ot CD59 from erythrocytee to Vascular endothelial 

calle has algo bien racently demonatrated (Mcclellan et al., 

19941 )rooyman st al., 1995) 

Pethogenic amabas that invade the Intestinal mucosa ars 

in conotant contact with blood componente whlch Include .  

these regulatory factura. Me propos, that the ecquIred 

cosplement regletance le duo to the lncorporatIon and use of 

cosplement regulatory nolecules ot the host. 
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YaDti 1. Relativa percentage o! C9 misoclated with plasma 

membrane tractione ot susceptible Entamoebe hiatolyflca with 

reepect to a resistan «ralo st sublytic gema 

concentretlone. 

Experiment 	 Percent ot susceptible atrain 
(reeietant @trato • 1009).  

1 
	

124.1 

123.4 

3 
	

245.5 

4 
	

257.0 

5 
	

178.7 

asan • a.d. 	 194.6 á 65.7 

•total radloactivity ot tractiona 12 to 18 vas considerad 
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Mili H. Sean fluorescence U:tem:Uy of susceptible 

trophotoltee and trophotoltele nade resista:le to lysla by 

ascua with different treatments. 

' Trestment 
	

Percant lysla 

in 201 ItH3 

Pone 
	

44.3 

rreali Aman sena 
	

6.4 	 2.41 

Lyeatefrom reclatant 
	

17.4 	 1.20 

trophotoltes 

rrythrophaqocytosis 
	

6.9 	 .3.09 

LCO2104 FOR FIGURES 

Figura 1: pose dependent sena lysla of utamoeba  

histolytica susceptible (S) and realstant (Al to himen 

complement. Amebas were incubated with 5, 10, 15, 20, 30, 40 

and 501 of active or Zymosan Inactimateá normal duran ser= 

ter 30 min at 37 C. Percent 'yate was calculated se 

indicated in Materiala and Methoda. The resulte ere thseman 

of 20 different experimenta t standard devistion. 

Figure 2: Distribution of n'iC9 in subcellular frectione of 

t. hlstolytica susceptible GO and resistant (8) to lysia by 

normal huaso tenis. Trophotoitee were incubated with 181C9' 

and normal buzan sera• ter 30 min at 37 C. Subcellular 

fractions ware then obtained and Individual fractiona were 

countsd ter radloactivity (dotted 	Proba:1 wat 

determinad in each fraction as an internal control 

(continUoue line). 

Loq aman . 

fluorescente 

intensity  

0.86 

Figure 3: Gel exclusion chromatography of eupernatants of 

susceptible and realetant trophocoltes atter incubation In 

different conditlons. Susceptible (A, C, 2, 0) or resiatant 

(13, D, F, N) emebes ware incubated with 101 normil buzan 

serum (A, Oh normal humeo serie deficient in C9 (C, DI or 

8115-A (E, 1) ter 1 hr at 3; C. The cella were removed by 

centrlfugation and the supernatant use invitad to a column 
33 

. 34 



ot Sepharose CL-26. The colmo was aluted and 300 pl 

tractions were collected. Abaorbance of the colmo: fractione 

was measured at 210 ne (continuous line). In some 

experimente, "IIC9 wad added to normal Moran ler= (0, 111 

and individual tractions were counted ter radloactivity 

(dotted lino). Molecular eses standard' ere Dextt dextran 

blue 2000 ktli, 111A: bovino ascua albunin 66 kDa and Lys: 

lysoryae 14 kDe. 

Figure 4: Dos. dependent ser= lysis ot susceptible amebas 

incubated with a lysate ot susceptible or resistant amebas. 

Susceptible amebas 15 X 10') ver* treated with 200 pl lyeate 

preparad from sither susceptible or reelstant amebas for 30 

min at 37 C. Their ausceptlbility to normal duran esrum was 

then tetad and coi:venid with susceptible and reeistant 

trophowites. the resulte are the oran of 4 ditterent 

experLaants t standard deviation. 

'figure 5: Doses dependent era lyeie of susceptible amaba" 

lncubated with a lyeate of human erythrocytes. Susceptible 

amebas (3 X 10') were incubated with 300 p1 lyaste preparad 

from buzan erythrocytes for 30 aún at 37 C. Their 

eusceptibility to serum wat then testad and comparad with 

susceptible amebas treated with en extrae of realatent 

amebas and resistant trophosoites. The resulte ■re the asen 

ot 9 ditterent experimente t standard deviation. 
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Figura 6: Dose dependent lysis of susceptible aarbes ted 

with buzan erythrocytee and cultured additionally for 46 hr 

at 37C. Erythrocytes ware added In the indicated proportion 

to a cultura ot 46 hr of trophoroltei in eterlie condltions 

and ware further cultivated. Amibas phagocytosed 

arythrocytes as acosad by light al¿roscopy. Their 

suscoptibillty to nema lysis wat then testad and compared • 

with the lysi■ ot resistant and susceptible amebas. The 

resulte are the ovan ot e ditterent experirients t standaid 

deviation. 

Figure 7: InmunotluorescenciphotomicrograPhs ot. eusgeptible. 

A) and resistant 5-DI 11. histalytics 'talud with antibody 

againat human'erythrocytic ~abran* enticen' and fluorescent 

secondary antibody. A) Control susceptible trophoroltee 

grown in exento medusa. 6) Trophozoitea madi realstant . 

according to Calderón and 'Tovar (1966). C1 Susceptible 

tropholoitee madi resistant by coincubation with lyeate tras 

realetant cella. D) Suaceptible trophoroites sude resistant 

by erythrophagocytosis. Bar • 20 pll.for ell photographs. 

Figure O: Distribetion ot n't in eubcelluler fractiono ot E. 

histolyticawhich had bien fed with :sudare labeied 

arythrocytes 46 hr sachar. Al Subtellular fractions vera 

counted for radloactivity and 0) the preclpitability of the 
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20 	30 	40 

% Serum 

counta by 104 trichloroacetic *cid in each fractlon wad aleo 

determined. 

l'agur* O: Analyele of aurface lodinated pretil:la in whole 

liman erythrocytee (continuoua lino) and in 'cruda »abran* 

fractiona of 2. hietolytice 40 hr atter phagoeytoals (dotted 

line). Amebas vire fed with current, iodinated huaan red 

olla and cultured for 41 hr. Washed amebas and surtan* 

labeled erythrocytea wats then elecrophoreeed on a 12.51 

acrylemid4 gel. The gel wea drisd, cut tnto 2 ami elite' and 

counted for "'f. 
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