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PROLOGO

Entamoeba histolytica es el parasito responsable de la amibiasis en el humano. La
patogenicidad de la amiba parece variar en funcion de las condiciones
ambientales, del estado general de salud del hospedero y otros factores mas, de
manera que su accion puede producir desde infecciones intestinales
asintomaticas, hasta disenteria grave e incluso amibiasis invasora. Aun no ha sido
posible atribuir a algun factor del hospedero un papel decisivo en el
establecimiento de la lesidon hepatica o intestinal. Por esta razén, en las ultimas
décadas la investigacion se ha enfocado al estudio de los factores de virulencia
del parasito, asi como a los mecanismos moleculares que, por lo menos en
principio, pudiesen explicar las lesiones que produce. Las principales moléculas
amibianas con las que se ha correlacionado la virulencia de la amiba son:
adhesinas, amiboporos, proteasas de cisteina y fosfolipasas. Si bien se han
utilizado varios modelos animales para estudiar la enfermedad, entre los que se
encuentra el absceso hepatico en higado de hamster, la posibilidad de cultivar
trofozoitos de E. histolytica en condiciones axénicas trajo consigo el
establecimiento de modelos in vitro de la enfermedad, en los que las células
blanco se conservan en cultivo y se incuban con amibas o sus productos. Los
estudios realizados en este tipo de modelos in vitro han sido especialmente utiles
para examinar la capacidad invasora de este microorganismo.

El objetivo general de esta tesis es explorar el papel que desempenan algunas
moléculas amibianas en el dafio que produce la amiba en las células de una
monocapa de origen epitelial. Para ello, se usan inhibidores de las diferentes
moléculas amibianas en cuestién y se cuantifica el dafio producido sobre la
monocapa, medido en términos de la resistencia eléctrica transepitelial de la
misma. De los resultados obtenidos en esta primera etapa, surge el objetivo
especifico de esta tesis, que consiste en determinar el efecto producido por el
complejo de lectina Gal/NAcGal, purificado a partir de trofozoitos amibianos

axeénicos, sobre la monocapa de células de origen epitelial.
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LA AMIBIASIS EN EL HOMBRE

La amibiasis humana es la enfermedad causada por el parasito Entamoeba
histolytica. La patogenicidad y la virulencia de este parasito parecen variar en
funciébn de las condiciones ambientales, del estado general de salud del
hospedero y otros factores mas, de manera que su accion puede producir desde
lesiones intestinales asintomaticas hasta infecciones mas graves como la

disenteria e incluso amibiasis extraintestinal.

1. EPIDEMIOLOGIA

La amibiasis es una enfermedad diarréica potencialmente mortal que se calcula
afecta a 50 millones de individuos y causa 70,000-100,000 muertes por afio a nivel
mundial (1). La infeccion por E. histolytica es endémica en la mayoria de los
paises en desarrollo. En nuestro pais un estudio seroldégico, con muestras
colectadas entre los afios 1987 y 1988, de todos los estados de la republica, indico
que el 8.4% de los sueros fue reconocido por anticuerpos especificos a E.
histolytica (2). En los Estados Unidos y otros paises desarrollados, la mayoria de

los casos son importados de inmigrantes o viajeros de las zonas endémicas.

2. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

En la mayoria de los individuos la infeccion con E. histolytica es asintomatica; solo
el 10% de los sujetos parasitados evoluciona hacia la enfermedad invasiva
sintomatica. Los individuos que se encuentran en mayor riesgo son muy joévenes,
de edad avanzada, mujeres embarazadas, pacientes tratados con corticosteroides
y personas con desnutricion (3). No se ha encontrado mayor frecuencia o
gravedad de la enfermedad en individuos con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (4). La disenteria amibiana se asocia frecuentemente con diarrea
sanguinolenta, pus o tenesmo y dolor abdominal. Hay pérdida de peso, aunque la
presencia de fiebre es rara. Si bien la incidencia de colitis amibiana esta distribuida

de igual manera entre individuos de sexo femenino que de masculino, los



abscesos hepaticos amibianos son diez veces mas frecuentes en hombres adultos
que en mujeres o ninos (3). Los sintomas mas frecuentes de absceso hepatico
son fiebre, tos, dolor abdominal y del cuadrante superior derecho, el cual puede
ser agudo o subagudo. La mayoria de los pacientes no presentan colitis amibiana

asociada a los abscesos, pero pueden tener en su historia colitis reciente.

CARACTERISTICAS DE Entamoeba histolytica

1. CLASIFICACION TAXONOMICA

E.histolytica tiene la siguiente clasificacion taxondmica (5):

Phylum Protozoa
Subphylum Sarcomastigophora
Superclase Sarcodina

Clase Rhizopodea
Familia Entamoebidae
Género Entamoeba
Especie histolytica

2. CICLO DE VIDA DE E. histolytica

Quiste

Ingestion via
agua o alimento
contaminado

Excrecion al
Medio Ambiente

Medio Ambiente
Enquistamiento Huésped Desenquistamiento
en colon en intestino delgado

Trofozoito

/ en colon \

Colonizacién Enfermedad
asintomatica invasiva

Fig. 1. Ciclo de vida de E.histolytica. Adaptado de
Mann & Loftus.(21)
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E. histolytica se distribuye por una ruta fecal-oral (Fig. 1 ). Los quistes resistentes
a las condiciones del medio ambiente se eliminan en las heces de individuos
infectados. Las nuevas infecciones ocurren cuando se ingieren agua o alimentos
contaminados. El parasito se desenquista en el intestino delgado, en donde se
divide para dar lugar a su forma invasora: el trofozoito. Los trofozoitos colonizan el
intestino grueso, donde pueden permanecer hasta 6 meses o mas, aunque la
mayoria son eliminados a los 12 meses (6). Algunos trofozoitos pueden
enquistarse y ser excretados con las heces, comenzando asi una nueva ronda de

infeccion. También se eliminan quistes que no se convierten en trofozoitos.

2.1. El Quiste

El estudio de la forma quistica del parasito se ha visto frenado por la imposibilidad
de inducir la formacién de quistes de E. histolytica en cultivo. La mayor parte de la
informacion referente al proceso de enquistamiento-desenquistamiento proviene
de estudios realizados con Entamoeba invadens, una especie de amiba que
infecta reptiles (7). A diferencia de E. histolytica, E. invadens puede enquistar en
cultivo mediante choque osmdtico o privacién de glucosa, entre otras cosas. El
enquistamiento de E. invadens esta mediado por galactosa y N-acetil
glucosamina, ya que la adicion de cualquiera de estos dos azucares al medio
inhibe el proceso (8). Se ha purificado una proteina muy abundante en la pared del
quiste de E. invadens: la proteina Jacob (9), ésta es capaz de unirse tanto a
residuos de quitina como de galactosa, desempefando un papel fundamental en

la formacion de la pared del quiste.

2.2. El Trofozoito

La informacion existente sobre la biologia de la amiba se ha derivado
principalmente de estudios realizados con aislados patogénicos de E. histolytica
crecidos en condiciones axénicas, siendo quiza el mas utilizado, el aislado
HM1:IMSS, que actualmente constituye una cepa virulenta (capaz de inducir

abscesos en higado de hamster).



La forma moévil de E. histolytica, el trofozoito, es una célula pleomoérfica muy
dinamica cuya forma y motilidad son muy sensibles a cambios de pH, temperatura,
osmolaridad y potencial redox. En movimiento, el trofozoito presenta una forma
alargada, con lobdépodos salientes y una cola o uroide rastrero, mientras que en
reposo presenta una forma esférica. El diametro de la célula varia entre 10 y 60
pMm. La superficie celular presenta numerosas aberturas de 0.2-0.4 um de diametro
que corresponden a las bocas de vesiculas micropinociticas. El uroide aparece
como una cola formada de pliegues irregulares de la membrana y procesos
filiformes llamados filopodios (10).

a) La membrana plasmatica
La membrana plasmatica del trofozoito tiene un grosor de 10 nm y esta recubierta
de una capa uniforme de glicoproteinas. La union de la lectina Concanavalina A a
la superficie amibiana sugiere la presencia de un alto contenido de residuos de
azucares (10).
La interaccidon de la membrana plasmatica del trofozoito con ligandos especificos
induce una dramatica redistribucidon de los componentes de superficie que se
acumulan en el uroide para su posterior liberacion al medio (11). En este “capping”
de moléculas de superficie participan elementos de actina y miosina (12, 13).

b) El citoplasma
El citoplasma de E. histolytica se caracteriza por la ausencia de organelos
diferenciados que estan presentes en otras células eucaridticas, como son:
mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso, centriolos vy
microtubulos. En vez de ellos, el citoplasma contiene mitosomas (14) y diferentes
vesiculas analogas a reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (15). Los lisosomas
amibianos difieren de los de otros eucariotes en el sentido de que las enzimas
contenidas en ellos se encuentran asociadas a la membrana lisosomal (16).
A pesar de la sorprendente motilidad y plasticidad del trofozoito, poco se conoce
acerca de la organizacion estructural del citoesqueleto, sin embargo, se sabe que
lo constituyen los siguientes componentes: actina (existen 4 genes para esta
proteina) implicada en la formaciéon de microfilamentos y miosina (proviene de un

solo gene), relacionada con la formacion del complejo de actomiosina (13).



Estudios de microscopia electrénica de transmision han confirmado la ausencia de
microtubulos en amibas que no se estan dividiendo (16), mientras que éstos estan
presentes en el nucleo de trofozoitos en division (17).
c) El nacleo

El nucleo de E. histolytica mide de 4-7 um de diametro. La membrana nuclear
presenta numerosos poros de alrededor de 65 nm de diametro y parece recubierta
por una fina capa de numerosos granulos, lo que hace que el nucleo tenga una
apariencia anular en una seccion oOptica. Acumulos de cromatina, por lo general
uniformes en tamano, se encuentran igualmente distribuidos hacia el interior de la
membrana nuclear, aunque en algunos casos ésta se encuentra concentrada en
una zona especifica del nucleo (16). El cariosoma o endosoma es una pequefia
masa esférica de 0.5 ym de diametro, localizada en la parte central del nucleo. La
divisién nuclear se lleva a cabo sin la disolucion de la membrana nuclear e
involucra la participacion de gruesos husos de microtubulos (16). Mediante
técnicas de microscopia de luz y electronica se ha estimado que el numero de

cromosomas varia entre 5-6 y 12-16 (18, 19, 20).

PATOGENICIDAD DE E. histolytica

En términos generales la patogenicidad de un microbio se define como la
capacidad de éste para causar dafio en un hospedero especifico, mientras que su
virulencia es el grado o medida en que lo produce.

La invasion de la mucosa intestinal por E. histolytica conduce a la formacién de la
caracteristica ulcera en forma de matraz. Se cree que la migracion subsecuente
desde las lesiones en el colon hacia otros tejidos ocurre por via sanguinea. Un
rasgo caracteristico de la invasividad y la patogenicidad es la habilidad de la
amiba para adherirse, lisar (capacidad a la que debe su nombre) y fagocitar el

epitelio intestinal y otros tejidos del hospedero.



1. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las amibas son capaces de causar la muerte en una gran variedad de células
blanco, incluyendo macréfagos, linfocitos T, y neutrofilos, asi como células
epiteliales del colon (21). Dicha muerte es contacto-dependiente y requiere el
funcionamiento de los microfilamentos de actina de la amiba (22). La muerte de la
célula blanco por E. histolytica puede ocurrir por alguno de dos mecanismos:
apoptosis o necrosis. Tras el contacto de la amiba con la célula blanco se detecta,
en esta ultima, fragmentacion del DNA y activacion de la caspasa 3 (23, 24). Se ha
descrito muerte celular apoptética en el modelo de colitis amibiana y absceso
hepatico amibiano en ratén (24, 25, 26), esto ultimo incluso en ratones carentes de
la via *Fas/Fas L o del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF), sugiriendo
ello, que dicha muerte por apoptosis ocurre por una via diferente a las
mencionadas (26). Por otra parte, se ha referido que el principal mecanismo de
muerte inducida por las amibas sobre células Jurkat y la linea celular HL-60 es el
de necrosis (27). Se desconoce si el mecanismo por el cual la amiba induce
diferentes tipos de muerte tiene relacion con la estirpe de la célula blanco; sin
embargo, las moléculas implicadas en este proceso han sido los llamados factores

de virulencia.

2. FACTORES DE VIRULENCIA

El término “factor de virulencia” cobra sentido cuando se analizan las interacciones
hospedero-patégeno. En la literatura parasitolégica se encuentran varias
definiciones del término: para Smith (28), un factor de virulencia es aquel producto
microbiano que permite al patégeno causar la enfermedad; mientras que para
Wood y Davis (29) es un componente del patdogeno cuya ausencia reduce la
virulencia del mismo, aunque no su viabilidad; por ultimo, para Henderson, Poole y
Wilson (30) un factor de virulencia es aquel componente del patégeno que dafia al

hospedero; incluyendo los esenciales para la viabilidad del patdégeno. Contenidas

*Fas es un miembro de la familia de receptores del TNF. La unién del ligando de Fas (Fas L) al
receptor Fas induce apoptosis en la célula que expresa este receptor.



en este término estarian las modulinas, que producen dafio en los tejidos del
hospedero mediante la induccién de la sintesis de citocinas (31).

La investigacion en el campo de la amibiasis se ha abocado al estudio de los
factores de virulencia sin tomar en cuenta las distintas restricciones del concepto.
Asi, los principales factores de virulencia de la amiba (aquéllas moléculas que
causan la muerte de las células de mamifero, asi como la invasion de tejidos o la
inducciéon de una respuesta inmunologica) que se han estudiado son: los
amiboporos, las proteasas de cisteina, las fosfolipasas, y las adhesinas de la
amiba.

A continuacidon mencionamos la informacidon mas relevante de estos factores.

2.1. Los Amiboporos

Los amiboporos son una familia de proteinas formadoras de poros, con un peso
molecular de 8 kDa, capaces de formar canales de iones en membranas lipidicas
y depolarizar las membranas de las células blanco (32, 33, 34). Los amiboporos
son péptidos de alrededor de 77 residuos aminoacidicos, con tres enlaces
disulfuro intramoleculares (35). Tres isoformas constituyen la familia de los
amiboporos: A, B y C, los cuales comparten entre un 35-57% de homologia, y se
encuentran en una proporcion de: 35:10:1 en la cepa HM1-IMSS (35). La
estructura terciaria nativa del amiboporo A (36) revela un plegamiento de cinco
hélices interconectadas por tres puentes disulfuro; este estudio y otros previos han
permitido proponer la forma como el amiboporo actua perforando a la célula
blanco. El modelo propuesto consiste en un poro hexamérico que depende del pH,
para su actividad permeabilizante; ésta radica en la protonaciéon de un solo residuo
de histidina de uno de los monémeros (a pH bajo, entre 4 y 6) que dispara la
dimerizacion, proceso indispensable para su actividad. El resultado final seria la
incorporacion de otros dimeros hasta constituir una estructura hexameérica con
rasgos hidrofébicos en su exterior y predominantemente hidrofilicos en su interior
(37).

El péptido activo ha sido localizado en granulos citoplasmicos en el interior de la

amiba (38) y éste no se secreta al medio (39). Andra J. y cols. (40) han propuesto



que la principal funcion de los amiboporos es la de perforar bacterias ingeridas por
la amiba, (que se encuentran secuestradas en el fagosoma), y que serviran como
fuente de nutrientes para la misma. Los amiboporos puros en altas
concentraciones tienen un efecto citolitico sobre algunos tipos de células
eucarioticas (41).

Mediante técnicas de biologia molecular, como RNA de interferencia (en las que
se inserta un gene “antisentido”), ha sido posible inhibir hasta en un 60% la
expresion del amiboporo A en la amiba, dando como resultado una disminucion en
la citotoxicidad de la misma ante células bacterianas y eucaridticas; inclusive, la
capacidad de estas amibas transformadas para formar abscesos hepaticos en
hamster es menor con respecto a la de la cepa original (HM1-IMSS) (42). Bracha y
cols. generaron una cepa genéticamente modificada (carente por completo de
amiboporo A) (43), la cual resultd incapaz de inducir la formacion de abscesos en
animales experimentales, aun con indculos de un milloin de amibas (44); sin
embargo, el amiboporo no parece ser indispensable para la induccion de

inflamacion en un modelo experimental de colitis amibiana (45).

2.2. Las Proteasas de Cisteina

Las proteasas de cisteina de la amiba pertenecen a la superfamilia de la papaina;
se sintetizan inicialmente como proenzimas y su especificidad por el sustrato es
similar a la de la catepsina B. Hasta el ano 2003 se habian identificado 20 genes
en la amiba que codifican para proteasas de cisteina (EhCP1-19; EnCP112) (46);
todos estos genes codifican para proteasas de cisteina con pesos moleculares
calculados entre 24 y 35 kDa, que comparten 40-85% de homologia.
Aparentemente, del total de las proteasas, las responsables de mas del 90% de la
actividad enzimatica in vitro son tres (EhCP1, EhCP2 y EhCP5) y el resto se
expresa muy poco 0 no se expresa en condiciones de cultivo axénico (47). Los
estudios realizados in vitro han demostrado que las proteasas de cisteina se
secretan al medio (39); sin embargo, al examinar cortes de higado de hamster con
absceso hepatico amibiano experimental agudo (1 y 5 dias), utilizando un

anticuerpo policlonal de conejo antiEhCP2, se detectdé la presencia de esta



proteasa amibiana en el interior de las amibas, inclusive en la membrana
plasmatica de éstas, pero no en el exterior (en las estructuras necréticas del
higado) (48). De las EnCPs mas estudiadas, sélo CP5 y CP112 estan asociadas a
la membrana (49, 50). Se ha sugerido que la capacidad de las proteasas de
cisteina de degradar IgA, IgG, asi como anafilatoxinas del complemento (C3a y
Cba), constituye un mecanismo de evasion de la respuesta inmune que monta el
hospedero contra el parasito (51).

Las proteasas de cisteina han sido consideradas, en gran medida, las moléculas
responsables del dafno celular y tisular producido por la amiba, tanto en
infecciones humanas como experimentales (46, 51, 52). En la literatura se
encuentran informes de experimentos realizados in vitro e in vivo que apoyan
dicha consideracion: una proteasa de cisteina de 30 kDa, purificada a partir de
HM1-IMSS cultivada axénicamente, tuvo un efecto citolitico sobre hepatocitos
muertos de rata y hamster, siendo este efecto inhibible por E64 un inhibidor
especifico e irreversible de proteasas de cisteina (53); la disminucion de la
expresion de EnCP5 en E. histolytica mediante técnicas de mRNA “antisentido” se
correlacioné con una disminucién en la fagocitosis, aunque el efecto citopatico y la
actividad hemolitica permanecieron sin alteracion (54); los trofozoitos de E.
histolytica cultivados axénicamente en presencia de E64 mostraron una
disminucién en su capacidad de producir abscesos en el higado de ratones
inmunodeficientes (SCID) (55); la disminucion en la expresion de EhCPS en E.
histolytica se correlacioné con una disminucién en la capacidad de las amibas
para inducir abscesos hepaticos en hamsters (56), asi como con una disminucién
en la inflamacion, en la produccion de IL-2 e IL-8 y en la capacidad de convertir
pro-IL-1 a IL-1 en el transplante de intestino humano en ratones SCID (57).
Utilizando amibas cultivadas en presencia de E64 como indculo en un modelo de
absceso hepatico amibiano en hamsters, se demostré que la actividad enzimatica
en estas amibas no se requiere para sus funciones en condiciones in vitro, sin
embargo, es necesaria para la supervivencia de los trofozoitos en condiciones in
vivo (58).
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2.3. Las Fosfolipasas

Quiza la primera alusion a la presencia de una fosfolipasa A amibiana implicada
en la citopatogenicidad de E. histolytica corresponda al trabajo realizado por
Ravdin et al (59), quienes estudiaron el efecto patogénico de trofozoitos de la cepa
HM1:IMSS tratados con bloqueadores especificos de canales de Na® sobre
células CHO (Chinese Hamster Ovary) en cultivo, encontrando que los
bloqueadores de canales lentos de Na* y de Ca*% el verapamilo y el bepridil,
inhibian dicho efecto de la amiba sobre las células blanco, no asi la tetrodotoxina,
el bloqueador de canales rapidos de Na®. Este resultado sugirid6 que el dafio
producido por la amiba estaba relacionado con las concentraciones de calcio
internas, lo que condujo a este grupo de trabajo a proponer la participacién de una
fosfolipasa A amibiana dependiente de calcio. Algunos antagonistas de la
actividad de fosfolipasa A amibiana, tales como el inhibidor de Rosenthal y la
fosfatidilcolina bloquearon la citdlisis producida por trofozoitos intactos sobre
células CHO (60). En 1985, Long-Krug et al (61) trabajando con fracciones
subcelulares amibianas, encontraron dos tipos de actividad de fosfolipasa A: una
independiente de calcio con maxima actividad a un pH de 4.5, y otra, de menor
actividad dependiente de calcio, con 6ptima actividad a pH de 7.5. Mientras que la
actividad de fosfolipasa dependiente de calcio se encontré asociada a membrana
plasmatica, la actividad independiente de calcio se asocié predominantemente a la
fraccion soluble de la preparacion amibiana. Puesto que la actividad de la enzima
dependiente de calcio resultdé ser inhibible por el inhibidor de Rosenthal, estos
investigadores sugirieron que la fosfolipasa A dependiente de calcio desempefia
un papel importante en la actividad citolitica de la amiba sobre las células blanco.
Teniendo como antecedente un estudio de los requerimientos lipidicos para el
cultivo axénico de E. histolytica, en el que se demostré que el suplemento de
colesterol al medio de cultivo estimula la multiplicacion amibiana (62), Misra et al
detectaron actividad de fosfolipasa A tanto en trofozoitos de E. histolytica cepa
NIH-200 en cultivo, como en el medio del mismo; dicha actividad se incrementoé en
los cultivos suplementados con colesterol. Mediante cromatografia de filtracidon

molecular se purificé la fraccion que albergaba la actividad de fosfolipasa A. La
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fraccion asi purificada, proveniente de membrana, al ser analizada mediante
electroforesis desnaturalizante (por la presencia de sodio dodecil sulfato -SDS-) en
geles de poliacrilamida (PAGE), resulté estar constituida por dos bandas: una con
maxima actividad a pH 4.2 y la otra, a pH 9.0. La incorporacion de aminoacidos
marcados radiactivamente en las proteinas en las diferentes etapas a lo largo de
la purificacion mostré que el paso del cultivo por colesterol incrementaba la
sintesis y actividad de fosfolipasa A en los trofozoitos (63).

Vargas Villarreal y cols. identificaron, en 1995 (64), actividad de fosfolipasa A y de
lisofosfolipasa L4y en una fraccidn subcelular membranosa (llamada P30)
proveniente de cultivos axénicos de E. histolytica de la cepa HK9. Mas tarde,
mediante cromatoelectroenfoque de la fraccidn insoluble en éter de P30, seguida
de cromatografia de afinidad (inhibidor de Rosenthal acoplado a sefarosa) el
mismo grupo de trabajo aislo la fosfolipasa Az intracelular de E. histolytica HK9, en
su forma dimérica, teniendo cada subunidad monomeérica un peso molecular de 15
kDa (65).

Es importante hacer hincapié en que la informacién relativa a la actividad de

fosfolipasa proviene de estudios realizados en diferentes cepas de E. histolytica.

2.4. La Lectina Gal/NAcGal

Un paso esencial en el proceso citopatogénico es la adherencia del parasito a la
célula blanco. Los primeros estudios de la adherencia de la amiba a las células
blanco revelaron que el pretratamiento de la amiba con galactosa (Gal) o N-acetil-
galactosamina (NAcGal), bloqueaba tanto la adherencia de la amiba, como la
citolisis inducida por el parasito en la célula blanco (66, 67). La molécula amibiana
implicada resulté ser una lectina que se llamé: lectina inhibible por galactosa o N-
acetil-galactosamina (lectina Gal/NAcGal), localizada en la membrana plasmatica
del trofozoito, fue purificada por cromatografia de afinidad de galactosa a partir de
un extracto amibiano (68). La proteina, proveniente de E. histolytica cepa
HM1:IMSS, esta glicosilada, y en su estado nativo migra en geles de
poliacrilamida-SDS como una proteina de peso molecular de 260 kDa, mientras

que en condiciones reductoras con -mercaptoetanol, la lectina se disocia para dar
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lugar a dos subunidades: una pesada (H) de 170 kDa y una ligera (L) de 31-35
kDa (69).

La subunidad pesada de la lectina Gal/NAcGal ha sido secuenciada (70) y se sabe
que esta constituida por 1291 residuos aminoacidicos, de los cuales, 26
corresponden al dominio transmembranal, 41 al dominio citoplasmico, y el resto
corresponde a la region extracelular, rica en residuos de cisteina, en la que se
encuentra el dominio de reconocimiento del carbohidrato (CRD) (71). La familia de
genes de la subunidad pesada esta constituida por cinco genes, cuyos productos
muestran una homologia del 89-95% (71).

La subunidad ligera esta representada también por 6-7 genes que codifican
isoformas con diferentes modificaciones postraduccionales y que muestran un 79-
85% de homologia entre ellos. Las principales isoformas: la de 35 y 31 kDa tienen
practicamente la misma composicién aminoacidica (72, 73) aunque la isoforma de
35 kDa carece de la terminacion de acil-glicosil-fosfatidilinositol (ancla GPI)
presente en la isoforma de 31 kDa. Dicha terminacién permite la asociacion de
esta subunidad a la membrana plasmatica y su presencia parece ser
indispensable para la formacién del heterodimero H-L (74).

La subunidad intermedia (I), también conocida como la lectina de 150 kDa,
originalmente descrita por Tachibana y colaboradores, se encuentra asociada al
heterodimero de 260 kDa aunque de manera no covalente (75). Inicialmente
identificada como “blanco” de anticuerpos monoclonales que bloquean la
adherencia de los trofozoitos, se ha demostrado que esta subunidad esta
intimamente asociada a Gal/NAcGal en diferentes formas: a) la subunidad
intermedia se encuentra presente en preparaciones de Gal/NAcGal pura, obtenida
tanto por cromatografia de afinidad de galactosa como por cromatografia de
inmunoafinidad con anticuerpos monoclonales anti-H, b) de manera similar, la
subunidad pesada esta presente en pequefias cantidades en muestras de la
subunidad | purificada mediante cromatografia de inmunoafinidad con anticuerpos
monoclonales anti-l (76). La subunidad | también se encuentra en la membrana
plasmatica del trofozoito y colocaliza con las subunidades H y L de la lectina

Gal/NAcGal (77). Se han clonado cuando menos dos genes para la subunidad
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intermedia, éstos codifican proteinas que comparten un 84% de homologia
aminoacidica y que carecen de CRD, pero tienen similitud con las glicoproteinas
variantes de superficie (VSPs) de Giardia lamblia (77), en cuanto que presentan
secuencias CXXC y CXC.

La disponibilidad de diversos anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes
epitopes de la subunidad pesada permitié realizar estudios sobre la participacion
de los diferentes dominios de la subunidad pesada en la adherencia de la amiba.
En su mayoria, los anticuerpos inhibieron la adherencia de los trofozoitos
amibianos a mucinas de colon humano; sin embargo, cuando menos dos de ellos
la incrementaron (78). La interpretacion de estos resultados consistio en que la
lectina sufre cambios conformacionales asociados a su union al ligando. Dicho
planteamiento se vid sustentado por estudios en los que se sobreexpresd el
dominio citoplasmico de la subunidad H en trofozoitos, mismo que contiene
regiones de identidad con la cola citoplasmica de los dominios de 32 integrinas, lo
que resulté en un decremento del 50% en la adherencia a las células blanco (79).
Ciertas mutaciones en los residuos conservados del dominio citoplasmico
anulaban el efecto observado, planteando la posibilidad de que la lectina amibiana
comparta con las integrinas un mecanismo similar de “transduccién de sefiales de
adentro hacia fuera”.

Se ha atribuido a la lectina un papel importante en la citotoxicidad de la amiba
frente a diversas células blanco: la aposicién de las membranas de la amiba y de
la célula blanco, tal como ocurre en el botén obtenido al centrifugar una
suspension de ambas células, no conduce a la citdlisis si la lectina amibiana se
inhibe con galactosa (Gal) o N-acetil-Galactosamina (NAcGal) (80), ni tampoco si
la célula blanco carece de este tipo de azucares en su superficie (81, 82). Estos
datos son consistentes con la idea de que la lectina no sélo es una mediadora de
la adherencia, sino que participa en el evento citolitico. La identificacion de un
anticuerpo monoclonal anti-lectina, dirigido contra el epitope 1 de la subunidad
pesada de la lectina, que bloqued la citotoxicidad pero no la adherencia, constituye
otra prueba de que la lectina esta implicada en el evento citotdxico (83). EI mismo

anticuerpo monoclonal que bloqueé la citotoxicidad produjo un cambio
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conformacional en la lectina que aumento la capacidad de union al azucar. Se ha
especulado en relacion a si el anticuerpo bloquea la citotoxicidad al prevenir un
segundo cambio conformacional en la lectina, requerido éste para producir la
muerte de la célula blanco. Al parecer, el efecto citotoxico de la amiba sobre la
célula blanco requiere de la presencia de oligosacaridos “O-linked” * en la
superficie de la célula blanco (81, 82, 84).

La primer prueba de que el sitio de reconocimiento del azucar (CRD) se encuentra
en la cadena pesada provino de la observacion de que anticuerpos monoclonales
dirigidos contra ella, alteraban la actividad de ligando a Gal/NAcGal.

La neutralizacidén de diversos epitopes en la subunidad pesada por los anticuerpos
monoclonales permitid determinar que todos ellos se encontraban en la regidn
rica en residuos de cisteina (aminoacidos 482-1138). Los anticuerpos que
bloqueaban o aumentaban la capacidad de unién al azucar se mapearon entre los
residuos 482-818, sugiriendo que el CRD se encuentra en esta region del dominio
rico en cisteina (85). Petri y colaboradores concluyeron que el CRD estaba
localizado entre los residuos 895-998 de la subunidad de 170 kDa (86). Este grupo
uni6 NAcGaligBSA a la lectina recombinante producida en un sistema de
expresion en bacterias. El fragmento 895-998 fue inmunoreactivo a un anticuerpo
monoclonal inhibidor de la adherencia y se unié6 a NAcGalisBSA de manera
inhibible por NAcGal, sugiriendo la presencia de un CRD. De especial interés,
tratandose de un parasito que muestra cierto tropismo por el higado, resulté el
hallazgo de que el CRD tenia identidad con la secuencia del receptor del Factor de
Crecimiento de Hepatocitos (HGF-R). Por otra parte, otros investigadores
encontraron que: si bien el CRD se encuentra en la region rica en residuos de
cisteina, los residuos 356-480 y/o 900-1143 son los requeridos para una union de
alta afinidad con el azucar (87). Aun no se ha resuelto por completo si existe mas

de un sitio de reconocimiento de carbohidrato.

*Son glicanos O-linked, aquellos residuos glicosidicos que contienen un residuo de N-acetil-
galactosamina en su terminacién reductora. Este residuo de N-acetigalactosamina esta unido a
un grupo hidroxilo de un residuo de serina o treonina de la cadena peptidica.
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Estudios realizados con trofozoitos manipulados genéticamente (inhibiendo la
expresion de un gen mediante RNA antisentido, o bien, transfectados con el gene
para la cadena ligera, ya sea normal, mutado o truncado) han mostrado que la
subunidad L de la lectina se requiere para la adhesion y virulencia del parasito asi
como para su efecto citopatico sobre la célula blanco (88, 89). Por otra parte,
como ya se habia mencionado, el dominio citoplasmico de la cadena H de la
lectina parece ser también muy importante en esas mismas actividades del
parasito (79), asi mismo, se ha referido que esta subunidad desempefia un papel
crucial en la invasion tisular por el parasito, sobre todo, en lo que respecta a la
migracion de E. histolytica en la estructura tridimensional del parénquima hepatico
(90, 91).

La familia de genes de la lectina Gal/NAcGal participa también en la evasién del
sistema de complemento en el humano, ya que la subunidad H comparte
identidad con la secuencia aminoacidica del inhibidor de la formacién del complejo
de ataque de membrana (MAC o CD59 ) (92, 93).

Es importante mencionar que a partir de la identificacion de la subunidad
intermedia en 1998, el concepto de que la lectina Gal/NAcGal estaba constituida
por una proteina heterodimérica de peso molecular de 260 kDa ha sido sustituido
cada vez mas por el de un complejo de varias proteinas que actuan en conjunto y

que intervienen en diversos procesos de la amiba.

LA LINEA CELULAR MDCK COMO MODELO EXPERIMENTAL

Nuestro modelo experimental consistié en una monocapa de células epitelioides de
la linea celular de origen renal MDCK como células blanco sobre las cuales se
estudié el dano ejercido por trofozoitos de E. histolytica. Funcionalmente, la
monocapa de células MDCK cultivada sobre un soporte permeable (filtros de
Millipore), se comporta como un epitelio en el sentido de que desarrolla una
resistencia eléctrica transepitelial (RET), caracteristica del epitelio de tubulo
contorneado distal de rifidn (94); dicha resistencia transepitelial correlaciona con el

grado de sellado de los espacios intercelulares mediante las uniones estrechas vy
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por ende, con la integridad de la monocapa. Es en este modelo que se ha descrito
de manera cuantitativa la lesidn celular in vitro mas temprana; esto es, la
disminucién de la resistencia eléctrica transepitelial de monocapas de células
MDCK al entrar en contacto con trofozoitos axénicos de la cepa HM1:IMSS, lesion
detectada a tan solo 2 minutos de coincubacion (95). Por otra parte, es posible
llevar a cabo un analisis por simple microscopia de fase de la monocapa, cuando
ésta se ha desarrollado sobre un soporte no permeable.

Se han realizado numerosos estudios relacionados con la adherencia de la amiba
utilizando esta linea celular como célula blanco (96-101). También ha sido utilizada
para evaluar la capacidad invasiva de células de carcinoma humano (102). Esta
linea celular ha sido de gran utilidad para realizar estudios relativos a la biogénesis
de las uniones estrechas (estructuras intercelulares que parecen estar implicadas

en procesos invasivos), y de la polaridad epitelial (103).
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en procesos invasivos), y de la polaridad epitelial (103).

HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE ESTA TESIS
A lo largo de esta introduccion hemos mencionado la informacion considerada
mas relevante para el planteamiento de la hipétesis y el objetivo general de este

estudio.

HIPOTESIS INICIAL
En la lesion temprana que producen los trofozoitos amibianos a una
monocapa de células MDCK, participan de igual manera todos los
factores de virulencia de la amiba (la lectina Gal/NAcGal, las proteasas de

cisteina, la fosfolipasa dependiente de calcio y los amiboporos).

1. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar en términos de resistencia transepitelial el dafo que
produce E. histolytica en una monocapa de células MDCK, asi como
determinar el papel que desempefia cada uno de los factores de
virulencia: la lectina Gal/GalNAc, las proteasas de cisteina, la

fosfolipasa dependiente de calcio y los amiboporos, en el mismo.
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Al desarrollar el objetivo general, los resultados obtenidos nos condujeron a
proponer la siguiente hipotesis secundaria, asi como un objetivo especifico para la

segunda parte de esta tesis:

HIPOTESIS SECUNDARIA

La lectina amibiana Gal/NAcGal induce en el contacto inicial con las
células de la monocapa la apertura de sus uniones estrechas y como
consecuencia una mayor permeabilidad paracelular que se refleja en una
disminucién de la RET de la monocapa.

Para probar esta hipétesis, elaboramos el siguiente objetivo especifico.

2. OBJETIVO ESPECIFICO

Purificar la lectina Gal/GalNAc y determinar el efecto que tiene ésta
en la RET de una monocapa de células MDCK, de manera que
podamos definir su funcidén, y determinar si ésta va mas alla del
simple reconocimiento de residuos de galactosa en la superficie de

las células de origen epitielial.

JUSTIFICACION

Entamoeba histolytica, como su nombre lo indica, es un parasito entérico con una
capacidad sorprendente para lisar los tejidos del hospedero. Sin embargo, la
interaccion del parasito con el hospedero es mucho mas compleja que la sola
destruccion e invasién. Es precisamente en la interface del hospedero-parasito
que eventos de senalizacion celular determinan que el parasito: (a) infecte en
forma no invasiva, como comensal, (b) se transforme de trofozoito a quiste, o (c)
invada y potencialmente cause la muerte del hospedero. De ahi la importancia del
estudio de las moléculas involucradas en estos procesos.

Algunos estudios realizados en modelos in vitro, han coincidido con lo observado
en modelos in vivo; por ejemplo, se ha referido la transferencia de Gal/NAcGal de

la amiba a enterocitos, hepatocitos humanos y de hamster en cultivo (104, 105),
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por otra parte, la distribucién de esta lectina amibiana en las células del hospedero
en los modelos in vivo de absceso hepatico amibiano en hamster (105, 106) y de
amibiasis intestinal en raton (105). Ademas, los modelos in vitro como son las
monocapas de tejidos en cultivo constituyen un sistema experimental idéneo para
el estudio de la capacidad invasora de este parasito, ya que permiten el analisis de
las interacciones, a nivel molecular entre una célula “invasora” (la amiba) y la
‘normal” (el tejido en cultivo). Se ha referido una disminucién en la RET de
monocapas de T84 tras la incubacion de éstas con E. histolytica, detectandose
alteraciones en las proteinas constituyentes de las uniones estrechas (las
proteinas ZO) (107).

La invasion no es un proceso exclusivo a algunos microorganismos, ésta se
presenta en algunas células cancerigenas que se trasladan de su lugar de origen
hacia otro(s) tejido(s), proceso conocido como metastasis. Se ha propuesto que
los trofozoitos amibianos siguen la misma ruta metastasica que las células
cancerigenas al invadir los tejidos (108). En cualquier caso, (la invasion de tejidos
por microorganismos o por células cancerigenas) las interacciones entre las
moléculas de adhesion de las células son determinantes; de manera que la
contribucion de este proyecto estriba en la profundizacién del conocimiento de las
moléculas de adhesion implicadas en procesos patoldgicos, lo que a su vez quiza
permita en un futuro el disefio de medidas terapéuticas que sean extensibles a

diversas patologias.
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CULTIVO AMIBIANO
1. CULTIVO AXENICO DE LA CEPA HM1: IMSS VIRULENTA

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS fueron -cultivados
axénicamente en medio TYI-S-33 suplementado (CTYI) (109), a 37 °C en
condiciones anaerObicas. Para los experimentos se utilizaron amibas
provenientes de cultivos de 72 horas, (parte final de la fase logaritmica de
crecimiento). La virulencia de las amibas se define en nuestro laboratorio como la
habilidad de producir multiples abscesos hepaticos con un inéculo de 5 x 10°
trofozoitos, en 4/4 hamsters (de 100 g), 7 dias después de su inyeccion intraportal.
En nuestro laboratorio, para mantener la virulencia del cultivo, de rutina, cada 15
dias se pasa el cultivo axénico por higado de hamsters, recuperando los parasitos
7 dias mas tarde, a partir de los abscesos hepaticos y recomenzar asi el cultivo
(110).

1.1. Cosecha de Trofozoitos

Para la realizacion de los experimentos, los trofozoitos desprendidos de la botella
de cultivo por enfriamiento (5 minutos sobre hielo) se sedimentaron a 2,000 rpm
durante 5 minutos, se descartd el medio y el boton amibiano se resuspendié en un
amortiguador salino de fosfatos, pH 7.2 (PBS-A), mismo en el que se realiz6 un
lavado adicional. La viabilidad de los trofozoitos se determind por exclusion de

azul tripan.

1.2. Tratamiento de Trofozoitos con Inhibidores
Los inhibidores se prepararon en medio CTYI-S-33 a las concentraciones que se
indican:

a) a-2-macroglobulina 4.2 x 10 M (111)

b) E-645x 10*M

c) Inhibidor de Rosenthal 103 M (112)



d) Verapamil 10* M

e) Bepridil 10° M

f) Galactosa 180 mM
Los trofozoitos cosechados como se indico anteriormente, fueron tratados con el
inhibidor en cuestion durante 1 hora previa su coincubacién con las monocapas.
La coincubacién duré 30 minutos (en el mismo medio), y entonces se determind la
RET. En cada caso, la viabilidad de las amibas se monitore6 al cabo de una hora'y
media de incubacion con el inhibidor en cuestion mediante exclusion de azul
tripan.
La inhibicion de la actividad proteolitica por el tratamiento de las amibas durante
hora y media con 4.2 x 10* M de a-2-macroglobulina fue determinada mediante
zimografia en gelatina y resulté ser del 40%.
La actividad enzimética de las amibas tratadas con el inhibidor E-64 se determiné
colorimétricamente usando como sustrato azocaseina, tal como lo refiere Becker y
cols. (113) asi como por zimografia en gelatina; en la mayoria de los
experimentos, las determinaciones colorimétricas indicaban una inhibicion total
mientras que, la actividad enzimatica determinada mediante zimografia en geles
de gelatina indico estar parcialmente inhibida, desde un 90% hasta un 50% del
valor normal.
El grado de inhibicion de la actividad de fosfolipasa en las amibas tratadas durante
una hora con el inhibidor de Rosenthal se determiné utilizando como sustrato: L-3-
fosfatidilcolina, 1 palmitoil-2-[1-**C] palmitoil. La presencia de oleato **C en el
sobrenadante se cuantificd 24 horas después, de acuerdo a la técnica de Lumb y
cols. (114). Se probaron dos concentraciones del inhibidor de Rosenthal: 107y
10 M y en cualquier caso, la actividad de fosfolipasa resultd estar inhibida en un
50%.

1.3. Cultivo Masivo de Trofozoitos.
Para la purificacién de la lectina se utilizaron botones amibianos de ~2 x 10°
trofozoitos, que se obtuvieron de cultivos masivos de amibas en tubos de vidrio

(con una capacidad de aproximadamente 1.5 L), al inocular 3 x 10 trofozoitos en



1 L de medio; al cabo de 72 horas de incubacion a 37 °C, las amibas se
cosecharon como ya se menciond y los botones fueron almacenados a -70 °C

hasta su uso.

2. CULTIVO AXENICO DE LA CEPA HM1:IMSS NO VIRULENTA

La cepa HM1:IMSS no virulenta deriva de un cultivo de la cepa HM1:IMSS que ha
perdido la capacidad de producir abscesos hepéticos en animales experimentales
susceptibles, como gerbos o hamsters. Esta condicidbn se presenta en cultivos
axénicos prolongados de HM1:IMSS, y constituye para el investigador un sistema
idéneo para realizar estudios comparativos entre ambas variedades “virulenta” y
“no virulenta”, puesto que ambas provienen de la misma cepa.

En nuestro laboratorio se cultivan ambas variedades de la cepa HM1:IMSS en las
mismas condiciones, con la diferencia de que la no virulenta no se pasa por higado

de hamster.

CULTIVO DE CELULAS

1. CULTIVO MASIVO DE CELULAS MDCK.

La linea celular MDCK que se utilizé fue la NBL-2 obtenida del laboratorio de In
Vitro, S.A, México (No. de Catalogo LC-12). En la mayoria de los experimentos las
células se encontraban entre los pasajes 75-90. Las células se hicieron crecer en
botellas T-75 a 37 °C en DMEM suplementado (CDMEM) en una atmdsfera de
aire-5% CO,. Las células se colectaron tras 2 lavados con PBS sin calcio (Gibco
BRL Num. Cat. 21300-017), y tripsina-EDTA (Microlab Num. Cat. D-8410), y el
medio conteniendo las células de la monocapa se centrifugd a 500 rpm durante 1
a 2 minutos; el boton con las células se resuspendi6 en CDMEM para su cuenta
en la cdmara de Neubauer para llevarse enseguida a la densidad deseada.



La Monocapa Desarrollada sobre un Soporte Permeable para
Determinaciones de RET

Para las determinaciones de RET, las monocapas de células MDCK se formaron
sembrando 5 x 10° células/cm? sobre filtros de Millipore de 45 pm previamente
esterilizados (No. de Catdlogo HAWPO 1300). Para ello, se colocé un filtro/pozo en
una multicAmara de 24 pozos. Después de incubar durante 90 minutos a 37 °C en
una atmosfera de aire-5% CO, con humedad constante para permitir la adhesion
de las células al soporte, los filtros se transfirieron a otra multicamara conteniendo

medio fresco.

La Monocapa Desarrollada sobre un Soporte no Permeable para Estudios
de Microscopia
Para los experimentos en los que el dafio producido por las amibas sobre las
monocapas de MDCK se analiz6 mediante microscopia Optica, las células se
sembraron sobre cubreobjetos redondos de vidrio (Knitell, 18 mm) previamente
lavados y esterilizados, a la misma densidad que para los experimentos de RET.
Para ello, cada cubreobjetos se coloc6 en un pozo de una multicAmara de 12
pozos, después se sembroé siguiendo el mismo procedimiento que se describié en
el punto niumero 1.1.

Tincion con nitrato de plata
Las monocapas control se tifieron con nitrato de plata siguiendo la técnica de
Samuels y cols. (115). Brevemente, después de un lavado con PBS con Ca*? las
monocapas se incubaron con nitrato de plata (1:250 p/v) durante 1 minuto; pasado
este tiempo se lavo y se fijé en formaldehido al 3.7% en PBS durante 12-18 horas.
Las monocapas se contratifieron con hematoxilina y se montaron en resina

sintética.

DETERMINACION DE LA RET

Las determinaciones de resistencia eléctrica transepitelial se hicieron tal como se

indica en Lopez-Vancell y cols (116). Brevemente: se utilizd6 una camara de Ussing



(Taller Mecanico Industrial) que consiste en 2 compartimentos de lucita (con una
capacidad de 1.1 ml) comunicados uno con el otro mediante un orificio con un
area de 0.2827 cm?, el filtro sobre el que se desarrollé la monocapa se coloca
como una hoja entre ambos compartimentos. A la parte mas externa de cada una
de las camaras de lucita llega un electrodo en placa, éste constituye el electrodo
inyector de corriente, mientras que en la parte interna, justo en la vecindad de la
monocapa se encuentran los electrodos de Ag/AgCl, que detectan el potencial
eléctrico a través de la monocapa. Los electrodos estdn conectados a un
multimetro. En estos experimentos la solucion en ambas camaras fue DMEM,; la
diferencia de potencial entre los electrodos antes de iniciar el experimento era
siempre de 0.2 mV; esto se checo rutinariamente sumergiendo ambos electrodos
en una misma camara a una distancia uno de otro igual a la que se encontraban
en las cadmaras de lucita. Se grabo la defleccién de voltaje producida por el paso
de una corriente de 20 pA cm™. En todos los valores de resistencia calculados se
sustrajo la contribucién de los electrodos, la solucion y el filtro sin la monocapa.
La resistencia se calcul6 a partir de la Ley de Ohm, siendo conocidos el potencial
transepitelial (V) y la corriente aplicada (1):
R=V/IxA

Donde:

R = resistencia eléctrica transepitelial (RET)

A = &rea expuesta
1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS EXPERIMENTALES

Para elegir las condiciones experimentales fue necesario hacer los siguientes
ensayos:

a) Estudio del curso temporal de la RET en nuestras células MDCK. Para
llevar a cabo este ensayo, se sembraron 4 filtros/cada tiempo con MDCK a
confluencia (densidad de 5 x 10° células/cm?). Se determin la resistencia
de las monocapas en formacién a las 6, 11, 16, 21, 24 y 29 horas después

de sembradas las células. La figura 2 muestra los resultados obtenidos. El



curso temporal de esta cepa resultd ser muy similar al informado por
Gonzalez-Mariscal y colaboradores (117) para la linea MDCK directamente
adquirida de la American Type Culture Collection. La resistencia alcanza un
valor maximo a las 21 horas después de sembradas las células,
manteniéndose constante en estos valores hasta las 26 horas, para
después decaer un poco a las 29 horas. Como conclusién de este estudio,
las monocapas de MDCK se sembraron a confluencia y la coincubacion con
las amibas se llevd a cabo a las 24 horas postsiembra, momento en el que
la RET es maxima y permanece constante por cuando menos dos horas

s

mas.
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Fig. 2. Curso Temporal de la RET en Monocapas de Células MDCK (NBL2,
In Vitro SA). Cada punto representa el promedio de cuatro determinaciones.
La RET alcanza su valor maximo a las 21 horas, manteniéndose constante en
éste hasta las 26 horas post siembra.

b) Determinacion de la proporcion amiba:célula MDCK, asi como del tiempo
de coincubacién oOptimo para realizar las determinaciones de RET. Para

llevar a cabo este estudio se sembraron 7 monocapas para cada



determinacion con amibas, a una proporcion de 1 trofozoito:5 células MDCK
(cuadrados) y 1:10 (circulos). Los tiempos de coincubacion fueron de 10, 20

y 30 minutos.
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Fig. 3. Curso Temporal Corto de la RET de Monocapas de MDCK
incubadas con 1:10 (circulos) o 1:5 (cuadrados) Amiba:Célula. Cada
punto representa el promedio de al menos cinco monocapas. Las
monocapas tenian 24 horas de sembradas al momento de la
coincubacién. La coincubacion se llevé a cabo en medio TYI.

El dafio producido por los trofozoitos a las monocapas de células MDCK en
dos proporciones amiba:célula MDCK se determind a diferentes tiempos
midiendo la resistencia eléctrica transepitelial. Tal como se muestra en la
Fig. 3, la RET disminuye considerablemente desde los cinco minutos de
incubacion con las amibas; el dafio producido por éstas sobre la monocapa
es maximo a los 30 minutos de coincubacion cuando la proporcion de
amibas:célula MDCK es de 1:5.

De estos estudios preliminares se establecieron los parametros empleados en los

experimentos de coincubacién de amibas (o lectina “pura”) con las monocapas. De

manera que las monocapas que se utlizaron tenian entre 23-24 horas

postsiembra, asegurandonos que en este tiempo la resistencia eléctrica



transepitelial era maxima y permaneceria asi durante al menos dos horas mas. El
tiempo de coincubacion de las amibas con las monocapas seria 30 minutos y se

eligi6 la proporcién 1:5 trofozoito:células MDCK.

DETERMINACIONES DE OSMOLARIDAD

Las determinaciones de osmolaridad se llevaron a cabo con un medidor de
conductividad Conductronic Mod. CL 8. La calibracion del mismo se hizo de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante: se preparé una solucion estandar
de NaCl, disolviendo 1 g de éste en 1 L de agua desionizada, la solucion asi
constituida tiene una concentracion de 17.4 mM que es equivalente a una
resistencia de 1990 pohms/cm. Se realiz6 una curva patron con soluciones de
diferente concentracion de NacCl (0.1, 1.15, 0.2, 0.25 y 0.3 M), y osmolaridades
desde 200 a 600 mosmol, determinando para cada una de ellas la lectura de
resistencia en el aparato. Se hicieron las lecturas de resistencia para las
soluciones de los diferentes azlUcares en cuestion. Las determinaciones se

hicieron por triplicado.

ESTADISTICA

Los resultados se expresan como promedio *+ error estandar. El significado
estadistico entre los diferentes grupos experimentales con respecto al control se
determiné por medio de la prueba de Tukey, t de Student o Dunnett. Una P<0.05
se considerd como el limite para la significancia estadistica. El analisis se llevo a
cabo utilizando el programa Sigma Stat 2.0 Copyright© 1992-1995, Jandel
Corporation (USA).

PURIFICACION DE LA LECTINA GAL/NACGAL.

La lectina es una glicoproteina que podria en teoria ser rastreada en las diferentes

etapas durante el proceso de su purificacion, aprovechando su capacidad



hemaglutinante, sin embargo, se trata también de una proteina integral de
membrana, de la cual una parte (26 residuos aminoacidicos, fundamentalmente
hidrofébicos) esta inmersa en la membrana plasmatica del trofozoito y por ende,
su purificacion presume la utilizacion de detergentes, de manera que la
hemaglutinacion, cuando menos en las primeras etapas de su purificacion, no era
por si sola, una técnica que nos permitiese discernir si la muestra en cuestion
“hemaglutinaba” (por la presencia de lectina) o “lisaba” eritrocitos de sangre
humana tipo “A” (por la presencia de detergente). Como una alternativa a la
hemaglutinacion, se pensé en la utilizacion de un anticuerpo monoclonal contra la
lectina. El anticuerpo monoclonal que utilizamos fue el del kit comercial para
diagnostico E. histolytica Il de TechLab Num. Cat. T5017 (118), que contiene el
material necesario para efectuar ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
este anticuerpo tiene la ventaja adicional de que esta acoplado a peroxidasa y no
requiere de un anticuerpo secundario. En el capitulo de resultados se especifican

las inmunotransferencias en las que se utilizo este anticuerpo.

1. PURIFICACION DE LA LECTINA POR MICROELECTROELUCION
DESNATURALIZANTE

La muestra amibiana que se utilizd6 para la purificacibn mediante esta técnica
consistio en un botén amibiano inhibido con lodacetamida 50 mM y EDTA 10 mM
en PBS-A, el cual fue congelado y descongelado 3 veces. La muestra asi
constituida se resuspendié en igual volumen de amortiguador desnaturalizante
(para extraer proteinas de la membrana plasmatica), y se hirvié en bafio Maria
durante 5 minutos. Esta muestra fue inyectada en un gel de poliacrilamida al 7.5%,
se llevé a cabo una SDS PAGE (electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS) (119) y enseguida se desmontd el gel y se dispuso en el sistema
microelectroelutor Mini Whole Gel Eluter de Bio Rad (Num Cat. 165-1256); la
microelectroelucion se efectué con el mismo amortiguador de la electroforesis. Se
utilizé un microcon con corte de peso molecular de 3,000 Da (Millipore 42404)

para concentrar un volumen de 100 pl de cada una de las 14 fracciones



electroeluidas, el concentrado de cada una de ellas fue analizado por SDS PAGE,

mediante tincion de plata (120) y por immunoblotting (inmunotransferencia).

2. PURIFICACION DE LA LECTINA MEDIANTE MACROELECTROELUCION
DESNATURALIZANTE

La muestra amibiana utilizada para la purificacion mediante esta técnica consistio
en un botén amibiano tratado igual que el utilizado en la microelectroelucién. A 1
ml de la muestra, con una concentracion de 14 mg/ml se le agregd 1 ml de
amortiguador desnaturalizante, y se calenté en bafio Maria durante 5 minutos.
Esta muestra fue inyectada en el sistema de macroelectroelucion Prep Cell de Bio-
Rad, modelo 491 (Num. Cat. 170-2927). El gel desnaturalizante se mont6 en el
tubo de 37 mm. La macroelectroelucion se llevé a cabo con la solucion de corrida
desnaturalizante a una potencia constante de 10 watts, con un flujo de elucién de
0.75 ml/min. Se llevd a cabo el analisis de las fracciones electroeluidas (una cada
10 hasta la 140) mediante SDS PAGE 7.5%, los geles fueron tefiidos con nitrato
de plata. Habiendo determinado que las fracciones de interés (que contenian
péptidos con pesos moleculares >150 y 2260 kDa) se encontraban ~ entre la 20 y
la 30, se hicieron geles (con igual concentracion de acrilamida) en los que se

analizaron cada una de las fracciones 17 a la 33 inclusive.

2.1. Secuenciacion Aminoacidica e ldentificacion de la Fraccion 23.

El Dr. Roberto Arreguin del Instituto de Quimica de la UNAM llevé a cabo la
secuenciacion de la muestra; brevemente: un volumen de 50 pl de la fraccion 23,
con una concentracion de 118 pg/ml fue desglicosilada (Kit 80110 Glyko) vy
transferida a una membrana de PVDF para su secuenciacién. La secuenciacion N-
terminal se llevé a cabo por el método convencional de degradacion de Edman
(121) en un secuenciador de proteina (Beckman LF 3000) equipado con un
sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con una columna de
microesferogel PTH (Beckman de 2 mm x 150 mm).



La masa molecular de la proteina en la muestra fue determinada por
espectrometria de masas en un espectrémetro “Esquire ion-trap” (Bruker-Flanzen

Analytical, Gmbh, Germany).

3. PURIFICACION DE LA LECTINA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
INMUNOAFINIDAD

Para llevar a cabo la purificacibn de la lectina por cromatografia de
inmunoafinidad, era necesario obtener anticuerpos especificos que mas tarde se
acoplarian a un soporte para constituir la columna. Una vez establecido que la
fraccion 23 (F,3) estaba constituida por la subunidad pesada de la lectina
Gal/NAcGal se procedié a inmunizar un conejo con ésta y otro con la fraccién
anterior inmediata 22 (F,,); a estos conejos se les nombro: conejo,s y conejo;, (Cas

Yy sz).

3.1. Obtencién de Anticuerpos Policlonales de Conejo contra Gal/NAcGal

3.1.1. Inmunizacion de los conejos

Las fracciones 22 y 23 obtenidas en la macroelectroelucién (100 y 118 pg/ml,
respectivamente) se utilizaron como antigenos para inmunizar un conejo con cada
una de ellas; para ello, se mezclé un ml de la fraccion con un ml de adyuvante
incompleto de Freund (Gibco BRL Num. Cat. 15720-030), y ambos conejos
macho Nueva Zelanda (de 2.5 kg de peso) fueron inyectados por via intramuscular
y subcutanea con 100 pg de proteina (suplementada con adyuvante) en dos
ocasiones, con un lapso de tiempo de 15 dias entre una y otra inmunizacién; 15
dias después de la segunda, la inoculacion fue intraperitoneal y no se utilizé
adyuvante. Cinco dias después de la tercera inmunizacién, se obtuvieron 5 ml de
sangre de la oreja de cada conejo y ésta se almacend a 4 °C durante toda la
noche y tras centrifugaciéon a 2,000 rpm se obtuvo el suero de cada conejo. La
inmunoreactividad de cada uno de los sueros se probé mediante inmunodifusion

en agar. En el pozo central de una caja pequefia de Petri se colocaron 50 pl de un



lisado total amibiano (un botén solubilizado en un amortiguador Tris 60 mM pH
6.8, conteniendo 2% SDS); en dos pozos adyacentes se colocaron 50 pl de cada
uno de los sueros de los conejos. La placa de agar se cubrié y se dejé difundir a
temperatura ambiente durante 24 hrs. La positividad en la inmunodifusion nos
condujo a sangrar a blanco ambos conejos mediante puncién cardiaca de los
animales anestesiados con éter, justo a los 7 dias después de la tercera

inmunizacion.

Fig. 4. Inmunodifusién en Agar de los Sueros de Cx» Yy C,;s. El pozo del
centro tenia una alicuota del lisado total amibiano, los pozos sefialados como
C,, y C,3 tenian una alicuota del suero correspondiente.

3.1.2. Purificacién de IgG’s del suero de los conejos Cx y Cas

El suero de cada conejo (=50 ml), en constante agitacion fue precipitado
lentamente con 25 ml de sulfato de amonio saturado a temperatura ambiente y se
almaceno a 4 °C durante una noche. El suero precipitado se centrifugoé a 12,000
rpm durante 30 minutos, el botén obtenido (las gamaglobulinas) se resuspendi6 en
30 ml de amortiguador Tris 10 mM pH 7.4, se dializ6 en una bolsa de corte de
peso molecular de 12,000-14,000 Da (Spectra/Por Num. Cat. 132 703) contra 5 L
de amortiguador Tris 10 mM, pH 7.4, repitiendo esta operacion dos veces mas.
Las gamaglobulinas fueron entonces sometidas a cromatografia de afinidad a
través de una columna de sefarosa-proteina A (SIGMA Num. Cat. P-3391)



equilibrada con un amortiguador Tris 10 mM con NaCl 0.15 M. Se hicieron pasar
por la columna alicuotas de 2 ml de la suspensiébn de gammaglobulinas; la
proteina (fundamentalmente IgG) que se une a la proteina A se eluy6 con 2 ml de
Glicina 0.1 M pH 2.2 y fue rapidamente neutralizada con ~1.7 ml de Tris 1.5 M, pH
8.8, este proceso se realizd repetidas veces y el volumen total de las 1gG’s
colectadas se dializ6 nuevamente contra Tris 0.1 M, NaCl 0.15 M pH 7.4 para
finalmente ultraconcentrar en un Amicon de 50 ml con una membrana Diaflo YM-
50 hasta una concentracion de 1.5 mg/ml. Las IgG’s puras provenientes de los

conejos Cy, y Cy3 se almacenaron en alicuotas de 1 ml a 0 °C hasta su uso.

3.2. Acoplamiento de IgG’s del Cy, a un Soporte de Cromatografia: AFFI-GEL
10.

Se constituyé una columna de cromatografia de afinidad utilizando como soporte
activado el Affi-Gel 10 Gel (BIO-RAD Num. Cat. 153-6046). Elegimos las 1gG’s C»;
para el acoplamiento, el cual se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente: 3 ml del soporte fueron activados quimicamente con H, O
a 4 °C y enseguida se adicioné 56 mg de IgG’s en buffer de acoplamiento
(NaHCO3 0.1 M, pH 8.3); el acoplamiento se llevo a cabo con agitacion moderada
durante 5 hrs a 4 °C, al cabo del cual, las IgG’s no acopladas se recuperaron
mediante centrifugacion a 500 rpm durante 3 minutos (la absorbancia a 280 nm
nos permitio determinar que el 60% de la proteina se habia unido al soporte) y la
reaccion se detuvo agregando un pequefio volumen de etanolamina 1 M. La
columna de inmunoafinidad asi constituida se equilibré6 con un amortiguador Tris
0.01 M, pH 7.4 y se almacend a 4 °C en el mismo amortiguador adicionado de
NaN3; 5 mM hasta su uso.

3.3.Purificacion de la Lectina Mediante Cromatografia de Inmunoafinidad.

Un botén amibiano constituido por 1.7 x 10® trofozoitos se llevé a un volumen final
de 15 ml con una solucion de Tris (0.05 M), pH 8.3, NaCl (0.15 M), Igepal (0.5%),
suplementada con los siguientes inhibidores: Benzamidina (2 mM), p-

hidroximercuribenzoato (PHMB) (2 mM), acido etilendiaminotetracético (EDTA) (5



mM), Aminoetil bencensulfonil fluoruro (AEBSF) (1 mM) y trans-Epoxisuccinil-L-
leucilamido (4-guanidino) butano (E-64) (0.1 mM). La suspension se congeld y
descongeld tres veces para extraer las proteinas de membrana, enseguida se
centrifug6 a 10,000 g durante 30 minutos, se recuperé el sobrenadante y éste se
recirculo a través de la columna de cromatografia de inmunoafinidad durante 48
horas en el cuarto frio, con una velocidad de flujo de ~0.1ml/min. Al cabo de este
tiempo, la columna se lavé antes de su eluciébn con un volumen de 100 ml del
amortiguador inicial con el detergente y 100 ml mas del mismo sin detergente, en
ambos casos con una velocidad de 1ml/min. La columna se eluyé con &cido
acético 0.2 N, colectando fracciones de 1 ml que eran neutralizadas con
amortiguador Tris 1.5 M, pH 8.5. Las fracciones que eluyeron proteina se
reunieron y dializaron (en bolsa de dialisis de corte de peso molecular de 12,000-
14,000 Da) contra una solucion de Tris 0.01 M, pH 7.4. La muestra se concentré

hasta 1 ml en un centricdn de corte de peso molecular de 100 kDa.

DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINA

En cualquier caso, la determinacion de la concentracion de proteina se hizo
utilizando el método Micro BCA —Acido Bicinconinico- (Pierce Num. Cat. 23235),
método que presenta la ventaja de ser compatible con la mayoria de los agentes
surfactantes y ademas permite determinar concentraciones protéicas en un rango
de 0.5-20 pg/ml.

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION

Una caracteristica que presentan las glicoproteinas que tienen actividad de lectina
es precisamente su capacidad para hemaglutinar eritrocitos de una variedad de
mamiferos; la lectina Gal/NAcGal, que como su nombre lo indica, reconoce
especificamente a los azucares galactosa y N-acetil-galactosamina, hemaglutina
eritrocitos humanos de sangre tipo A. Para los ensayos de hemaglutinacion se

siguid la técnica referida por Petri y Schnaar (122); brevemente: se obtiene sangre



humana tipo A en tubos heparinizados, la sangre total se diluye en una proporcién
1:1 en PBS, se deslizan 4 ml de esta suspension sobre 3 ml de Histopaque (Sigma
Num. Cat. 10771) en un tubo de centrifuga, tras la centrifugacion del gradiente a
400 g durante 25 minutos a 4 °C, los eritrocitos se recuperan y lavan dos veces
con 10 ml de PBS centrifugando cada vez a 400 g durante 5 minutos a 4 °C. Los
eritrocitos se cuentan en la cAmara de Neubauer y el volumen se ajusta a una
densidad de 2.4 x 10° células/ml en PBS para su almacenamiento hasta durante
un mes a 0 °C. Para su utilizacion en los ensayos de hemaglutinacion, la
suspension de eritrocitos contenia 2 x 10’ células/ml en PBS suplementado de 2
mg/ml BSA (Albumina Sérica Bovina), o bien se preparaba al 2% en PBS.

La hemaglutinacion se llevo a cabo en multicAmaras de 96 pozos con fondo en V.
En ésta, cada hilera corresponde a diluciones seriales de una determinada
muestra; en el primer pozo se pone la muestra concentrada, en el segundo una
dilucion 1:2, en el tercero una dilucién 1:4, y asi sucesivamente hasta la dilucién
1:2048 que corresponde al doceavo y ultimo pozo. Finalmente se agrega a cada
pozo 50 pl de una suspension de eritrocitos al 2%. Como control positivo siempre
utilizamos la lectina Vicia villosa (Sigma Num. Cat. L 4011).

INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN BLOTTING)

Las inmunotransferencias se llevaron a cabo siguiendo el método de Towbin et al
(123), brevemente: justo al término de la electroforesis, el gel se desmontd para
sumergirlo en amortiguador de transferencia, en el que permanecioé durante unos
cuantos minutos, enseguida se transfirid6 cuidadosamente sobre una membrana de
PVDF (polyvinylidene fluoride) (Millipore Num. Cat. IPV 11 000 10) con un tamafo
de poro de 45 pum que habia sido previamente hidratada durante 5 minutos en
metanol y otros 3 minutos en amortifuador de transferencia fresco. Flanqueando al
gel y la membrana, se colocaron 2 papeles filtro (Whatman #3) que habian sido
previamente hidratados con el mismo amortiguador, teniendo el cuidado de
eliminar las burbujas de aire que se hubiesen formado entre algunas de sus

capas. El “sandwich” se monto6 en la cdmara de transferencia (BIO-RAD Num. Cat.



170-3935), el tanque se llend con amortiguador de transferencia y la transferencia
se llevd a cabo con una corriente constante de 400 mAmp, durante 2 horas en el
cuarto frio. Al cabo de este tiempo, el “sandwich” se desmontd y la tira de la
membrana correspondiente a los marcadores de peso molecular asi como las tiras
de la muestra transferida (siempre y cuando la concentracién de ésta fuera >1 pug)
se cortaron y se pusieron a tefiir en solucion de Coomassie. El resto de la
membrana se bloqued a temperatura ambiente con agitacion suave, con una
solucion de leche descremada al 1.5 % durante 1.5 horas. En el caso de que la
muestra a transferir tuviera una concentracion <1 pug, se llevd a cabo la
electroforesis simulltanea de la misma muestra en dos geles con idénticas
condiciones, al cabo de la electroforesis uno de los geles fue transferido mientras
que el otro se fijo para su tincion con plata.

Una vez bloqueada la membrana con la muestra transferida, ésta se lavo tres
veces con amortiguador Tris-salino-Tween (TBS-Tween), seguido de tres lavados
con el mismo amortiguador sin detergente (TBS). Esta serie de lavados se repitié
después de la incubacion de la membrana con el anticuerpo primario y con el
secundario. En todos los casos, la incubacion con el anticuerpo primario se realizo
a temperatura ambiente, durante toda la noche. El anticuerpo secundario que se
utilizé fue de cabra anti-conejo peroxidado (BIO-RAD Num. Cat. 170-6515), diluido
1:2,000 y el tiempo de incubacion con éste de dos horas a temperatura ambiente.
Antes de revelar la membrana se hizo un lavado adicional a los referidos con Tris
0.1 M pH 7.4. Se revel6 con Diamino benzidina (DAB). En ocasiones, cuando el
anticuerpo primario era un policlonal, éste fué incubado durante 1 hora con polvo
de higado de hamster con agitacion a temperatura ambiente, al cabo de este
tiempo, se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos, para recuperar el
sobrenadante

Las diluciones de todos los sueros o anticuerpos se hicieron en amortiguador Tris
0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.4.



MEDIOS Y SOLUCIONES.

1) Para Cultivo Amibiano.
La composicion del medio TYI-S-33 y el PBS-A se da en las tablas | y 1.

2) Para Cultivo de MDCK.
La composicion del DMEM y el PBS utilizado en el cultivo de las células de la
linea MDCK se presenta en las tablas Il y IV

3) Para Electroforesis y Electroelucion.

Las soluciones empleadas en estas técnicas se describen a continuacion:

a) Amortiguador Muestra Desnaturalizante: Tris 0.06 M pH 6.8, 10% glicerol,
2% SDS, 0.005% azul de bromofenol.

b) Amortiguador de Corrida Desnaturalizante: Tris 0.025 M, glicina 0.192 M,
0.1% SDS. A esta solucion no se le ajusta el pH.

c¢) Solucion de Tefiido con Coomassie: 0.25% azul brillante de Coomassie
R250, 10% acido acético en metanol:H,O (1:1 v/v). Esta solucion se filtra a
través de un papel Whatman del No.1

d) Solucion de Destefiido: esta solucién es idéntica a c) excepto porque no
lleva el colorante.

e) Solucion Fijadora para Tincion de Plata: 30% etanol, 10% &cido acético
glacial.

f) Solucién de Tefiido de Plata: esta solucion se prepara a partir de una
solucién madre de nitrato de plata al 20% filtrada, la diluciébn que se utiliza
es 0.1%.

g) Solucion de Revelado: 2.5% carbonato de sodio, 0.02% formaldehido.

4 ) Para Inmunotransferencia.
a) Amortiguador de transferencia: 20% metanol, Tris 0.025 M, glicina 0.19 M.
b) TBS-Tween: Tris 0.01 M pH 7.0, NaCl 0.15 M, 0.0125% Tween 80.

c) TBS: esta soluciidn es idéntica a b) excepto porque no lleva detergente.



d) Amortiguador de dilucion del suero o anticuerpo: Tris 0.1 M pH 7.0, NaCl
0.15 M.

e) Solucién de Revelado de Accién de Peroxidasa: 0.08% DAB, 2% H,0,, Tris
0.1 M pH 7.0.

REACTIVOS.

Reactivos Varios

*Adyuvante Incompleto de Freund GIBCO 0307

*AEBSF (4-[2-aminoetil] bencensulfonil fluoruro) SIGMA A8456

*Benzamidina [Hidrocloruro de Bencencarboximidamida] SIGMA B6506

*Bepridil [hidrocloruro de 1-Isobutoxi-2-pirrolidino-3-[N-bencil-anilino]propano]
SIGMA B5016

*DAB (Diamino bencidina) (3,3-Diaminobencidina, Tetrahidrocloruro) SIGMA
D5637

*E-64 [trans-Epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino) butano] SIGMA E3132
*EDTA (Acido etilendiamino, sal tetraséddica dihidratada) SIGMA ED4SS
*Galactosa [D-(+)-Galactosa] SIGMA G0625

*Glucosa [D-Glucosa anhidra] JT BAKER 1916-01

*Inhibidor de Rosenthal [Acetato de dimetil-DL-2,3-diestearoil-oxipropil-2'-
hidroxietil-amonio] CALBIOCHEM 321488

*Lactosa [D-Lactosa] [B-D-Gal-[1—4]-D-Glc, monohidrato]

*Manosa [D-Manosa] SIGMA M6020

*N-Acetil Galactosamina [2-Acetamido-2-desoxi-D-galactosa] SIGMA A2795

*NP 40 (Nonidet P 40, Igepal) [(Octilfenoxi)polietoxietanol] SIGMA 13021
*Paraformaldehido [p-Formaldehido] SIGMA P6148

*PHMB [Sal sédica de p-hidroximercuribenzoato] SIGMA H0642

*Tris (Trizma base) (2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol) SIGMA T1503
*Verapamil [hidrocloruro de (x) verapamil] SIGMA V4629

*Yodacetamida [lodoacetamida] SIGMA 16125



Reactivos para Electroforesis y Blotting

*Acrilamida BIO-RAD 161-0107

*Bis acrilamida [Bis N,N’ metilen-bis-acrilamida] BIO-RAD 161-0201
*Glicina BIO-RAD 161-0718

*Persulfato de amonio BIO-RAD 161-0700

*TEMED [N, N, N’,N’-Tetrametilendiamina] BIO-RAD 161-0801

Reactivos para Cultivo Celular

*Antibac (Penicilina 100 U/ml, Estreptomicina 100 pg/ml) MICROLAB MC 110
*Insulina (Insulina humana, de origen recombinante) LILLY HI 210

*Suero bovino adulto MICROLAB SU 140

*Suero bovino enriquecido con Fierro GIBCO 1037-029

*Tripsina MICROLAB D 8410




TABLA |

Componente TYI-S-33

gmsl/I
Biosate 30
Dextrosa 10
KoHPO,4 1.0
KH2PO4 0.6
NaCl 2.0
Cisteina 1.0
Acido Ascorbico 0.2

FAC 0.0225

(Citrato de amonio férrico)

El CTYI-S-33 es el TYI suplementado de 10% Suero Bovino y 3% mezcla
multivitaminica de Diamond




TABLA I

SOLUCION SALINA
DE FOSFATOS

COMPONENTE pH 7.2 PARA CONCENTRACION
AMIBAS (PBS-A) FINAL
ml/I M
HPO4N8.2/H2PO4N8
pH 7.2 100
0.15M 0.015

NaCl 0.205 M 900 0.19




TABLA I

COMPONENTE

MEDIO DE EAGLE CON SALES DE DULBECCO
(DMEM) GIBCO 31600-034 mg/|

SALES INORGANICAS:
CaCl;

KCI

Fe(NOs3)3*9H,0
MgSO, (anhidro)

NaCl

NaH;PO4°H,0

OTROS COMPONENTES:

Glucosa

Rojo de Fenol
Piruvato de Sodio
AMINOACIDOS:
L-ArgininasHCL
L-Cisteina*2HCI
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina HCIsH,O
L-Isoleucina
L-Leucina
L-LisinasHCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina (sal disédica)
L-Valina
VITAMINAS:

D-Ca Pantotenato
Cloruro de Colina
Acido Fdlico
i-Inositol
Nicotinamida
PiridoxalsHCI
Riiboflavina
Tiamina*HCI

200
400
0.1

97.67
6400
125

1000
15
110

84
62.57
584
30

42

105
105
146
30
66
42
95
16
104.2
94

A DD

7.2

b

0.4




TABLA IV

AMORTIGUADOR SALINO DE

COMPONENTE FOSFATOS (PBS)
GIBCO 21300-025 gms/I
KCI 0.2
KH2PO4 0.2
MgCI2 0.047
NacCl 8

NaHPO4 1.15
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PRIMERA PARTE

1. ESTUDIO DE LA PATOGENICIDAD DE LAS AMIBAS TRATADAS CON
DIFERENTES INHIBIDORES

1.1. Aspecto Normal de la Monocapa de Células MDCK

La monocapa de la linea celular MDCK representa un sistema ideal para
determinar en forma cuantitativa el dano producido por los trofozoitos mediante la
resistencia eléctrica transepitelial (RET) (95, 98). La RET de la monocapa refleja la
integridad de la misma, la que a su vez depende de que las células estén en
contacto unas con otras, sellando el espacio intercelular mediante las uniones

estrechas. La Fig. 5 muestra claramente que no hay espacios intercelulares libres.

Fig. 5. Fotomicrografia de una Monocapa de Células MDCK a las 24 hrs
Después de Sembrada a Confluencia. El cemento intercelular tefiido con
plata destaca que no hay espacios intercelulares libres, las células se
encuentran estrechamente unidas unas a otras. Contratincion de hematoxilina.
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1.2. Efecto de Diferentes Inhibidores en la Disminucion de la RET
Producida por E. histolytica
La tabla 1 muestra los valores de RET en ohmsxcm? de monocapas de células

MDCK que fueron coincubadas con trofozoitos tratados con diferentes inhibidores.

a-2 MACRO ggg |NHIBIDORDE .o oaMILO BEPRIDIL GALACTOSA TODOS
GLOBULINA  o%  ROSENTHAL = CFEUL 105 M) 130 mi) MENOS
(3mg/mi) (10-3 M) GALACTOSA
MONOCAPA 743+ 79 318+21 1030 + 40 173+ 72 413+73 826 + 90 578.8 + 80
MDCK 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(n=8)
MONOCAPA 0+ 5 40 + 101 213 + 21 41+3 16 + 3 12+3 2367 + 4
MDCHK 1% 13% 20% 11% 4% 2% 4.1%
HM1-IMSS
(n=8)
MONOGAPA 90 + 21 45+ 11 170 + 29 159 + 15 51+ 10 8e1 + 47 1116 + 23
MDCK 12% 14% 17% 43% 12% 100% 20%
HM1-IMSS
+ INHIBIDOR

(n=8)

Tabla 1. Efecto de Diferentes Inhibidores en la Disminucion de la RET
Producida por E. histolytica. Valores de la RET de monocapas MDCK
control, a los 30 minutos de coincubaciéon con HM1:IMSS, o con HM1:IMSS
pretratadas con el inhibidor en cuestion. Los valores de RET se expresan tanto
en ohmsxcm?, como en porcentaje con respecto al valor de la monocapa
control.

Como ya se habia mencionado en la introduccion de este trabajo, la intencién de
estos experimentos fue inhibir (de manera especifica en algunos casos) las
moléculas que se creia eran determinantes en el dafio producido por la amiba en
las células de la monocapa. A la fecha, no se cuenta con un inhibidor del
amiboporo. En el momento en que se disefiaron estos experimentos se disponia
de un dato en la literatura: el tratamiento de amibas de la cepa HM1:IMSS con
Verapamil o Bepridil (dos bloqueadores de canales lentos de Na'-Ca™, que
aunque tienen el mismo efecto neto, no comparten el mecanismo de accion),
prevenia la muerte de células CHO inducida por las amibas (59); decidimos pues

ensayar el efecto de estos inhibidores de canales en nuestro sistema. Por otra
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parte, para inhibir la potente bateria de enzimas de la amiba, de las cuales, las
proteasas de cisteina constituyen el grupo mas prominente (124), utilizamos dos
inhibidores de proteasas: la a-2-macroglobulina (presente en plasma humano),
que inhibe proteasas sin bloquear la actividad estereolitica de la enzima, y el E-64,
que es un inhibidor especifico de proteasas de cisteina y actua de manera
irreversible. La actividad de fosfolipasa A amibiana se inhibié con el inhibidor de
Rosenthal (125), y, por ultimo, la lectina Gal/NAcGal se inhibié con galactosa.

Para cada grupo se tomé como control (asignado como 100%) el valor de
resistencia de la monocapa incubada durante 30 minutos con medio CTYI + el
inhibidor en cuestidn. Aunque la caida de la resistencia provocada por las amibas
no fué siempre la misma, los valores de RET a los 30 minutos de coincubacion
con trofozoitos HM1:IMSS resulté ser drastica (£20%). Los resultados se expresan
como promedio (de cuando menos 8 determinaciones) + el error estandar. En la
Fig. 6 se plasmaron los valores porcentuales de la tabla anterior en forma de

histograma, para facilitar su analisis.

—
(=
o

.4334414

A

RESISTENCIA ELECTRICA (%)
2
=}

Fig. 6. Efecto de Diferentes Inhibidores en la Disminucion de la RET
Producida por E. histolytica. Barras blancas: monocapas incubadas con
trofozoitos. Barras negras: monocapas incubadas con trofozoitos pretratados
con el inhibidor. A: monocapas control; B: a-2-macroglobulina; C: E-64; D:
inhibidor de Rosenthal; E: Verapamil; F: Bepridil; G: galactosa; H: todos los
inhibidores excepto galactosa
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De los diferentes inhibidores de los factores de virulencia utilizados, el unico que
bloqued por completo la disminucién de la RET de la monocapa fue la galactosa.

El tratamiento con Verapamilo inhibié en un 30% la disminucidn en la resistencia
de la monocapa. La incubacién de los trofozoitos con una mezcla de todos los

inhibidores excepto galactosa previno la disminucién de la RET en un 20%.

1.3. Analisis Microscopico de las Monocapas Tratadas con los Trofozoitos
Inhibidos

El efecto de los trofozoitos inhibidos sobre las monocapas fue analizado de
manera paralela mediante microscopia éptica teniendo monocapas desarrolladas
sobre un soporte no permeable. La figura 7 muestra las micrografias de las

monocapas de MDCK.
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Fig. 7. Aspecto Microscéopico de Monocapas de Células MDCK. Las
monocapas fueron fijadas a los 30 minutos de su incubaciéon con: A medio
CTYI, B trofozoitos en CTYI (en una proporcién de 1:10 amiba:célula), C
trofozoitos en CTYI (en una proporcion de 1:5 amiba:célula), y D trofozoitos en
CTYl/Galactosa 180mM, en el que habian sido incubados durante 1 hora
previa su coincubacién con la monocapa.
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La monocapa control muestra las células de origen epitelial fuertemente unidas
unas a otras, sin dejar espacios visibles entre ellas. Después de 30 minutos de
coincubacioén con los trofozoitos se observan pequefias hendiduras o grandes
hoyos separandolas (dependiendo de la proporcion de amiba:célula MDCK), por lo
general en la vecindad de las amibas. También en la vecindad de las amibas, en
células aun adheridas al soporte, se destaca una morfologia nuclear anémala. La
Fig. 7 también muestra que la monocapa coincubada con los trofozoitos
pretratados con Galactosa 180 mM es practicamente indistinguible de la
monocapa control, no sélo porque carece de espacios intercelulares, sino también

por la ausencia de amibas, las cuales no se adhieren a la monocapa.

1.4 Efecto sobre la RET de Trofozoitos Pretratados con Diferentes Dosis de
Galactosa.
Para determinar si el efecto inhibitorio de la galactosa se observa con dosis

inferiores a 180 mM, incubamos los trofozoitos con diferentes concentraciones de

100
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CONCENTRACION DE GALACTOSA (mM)

Fig. 8. Efecto de Diferentes Concentraciones de Galactosa. Se midi6 la
RET de monocapas de células MDCK que habian sido coincubadas durante
30 minutos con trofozoitos pretratados por una hora con diferentes
concentraciones de galactosa. La proporcidon amiba:célula fue 1:5. Cada punto
representa el promedio de al menos siete determinaciones.
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galactosa y determinamos la RET de las monocapas coincubadas con éstos. La
Fig. 8 muestra que el efecto inhibidor de la galactosa es dosis dependiente, siendo
la concentracion optima 180 mM, ya que con esta concentracion se inhibe por
completo la caida de la RET, y también para un numero fijo de trofozoitos
representa el punto de saturacidon, pues por arriba de esta concentracion no se

incrementa el efecto.

1.5. Determinacion de la Especificidad de la Galactosa en el Efecto
Observado

Para determinar si el efecto inhibitorio de la galactosa en la disminucion de la RET
inducida por los trofozoitos era un efecto especifico, se ensayaron otros dos
monosacaridos: glucosa y manosa y el disacarido lactosa. Para ello, tratamos
durante 1 hora a los trofozoitos en CTYI suplementado con 180 mM del azucar en
cuestion, los coincubamos con monocapas de MDCK y determinamos la RET de
estas a los 30 minutos de coincubacion. Por otra parte, medimos la osmolaridad

de cada uno de estos medios

MEDID OSMOLARIDAD (mOsm) mOsm

MEDIO TY] 351 351 332 345

MEDIO TYI+GALACTOSA 547 542 564 551
180mM

MEDIO TYI+GLUCOSA 540 567 564 557
180mM

MEDIO TYI +MANOSA - 542 565 554
180mM

MEDIO TYI+LACTOSA 506 554 554 538
180mM

Tabla 2. Valores de Osmolaridad del CTYIl Suplementado con Diferentes
Azucares. Para cada medio se realizaron determinaciones de osmolaridad en
tres diferentes osmémetros. La ultima columna representa el promedio.

Como podemos ver en la tabla 2 la osmolaridad fue la misma para los medios

suplementados con los diferentes azucares, oscilando entre 538 y 557 mosm. Sin
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embargo, no todos los azucares tuvieron el mismo efecto en los trofozoitos; la
figura 9 muestra los valores porcentuales de RET de monocapas de MDCK a los
30 minutos de su coincubacion con trofozoitos pretratados con lactosa, glucosa y
manosa, asi como con el respectivo control para cada grupo de los trofozoitos en

condiciones normales con CTYl y con CTYIl-galactosa.
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Fig. 9. Efecto de Diferentes Azucares en la Disminuciéon de la RET
Producida por E. histolytica. Para cada grupo de experimentos se indica el
valor de la RET de monocapas a los 30 minutos de coincubacion con
trofozoitos pretratados con CTYl+galactosa o CTYl+el azucar en cuestion. En
todos los casos la proporcion amiba:célula fue 1:5.

De los azucares ensayados, solo la lactosa, que es un disacarido (constituido por
una molécula de galactosa y otra de glucosa) inhibi6 totalmente la disminucién de
la RET, mientras que la glucosa inhibié ~ 25% y la manosa no tuvo ningun efecto.
Esto confirma que el efecto inhibidor de la galactosa es especifico y descarta la

posibilidad de que la inhibicion observada se deba a un problema de osmolaridad.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE ESTA PRIMERA PARTE

De los inhibidores que probamos, solamente el verapamilo y la galactosa tuvieron
un efecto significativo en la disminucién de la RET de la monocapa de MDCK
provocada por los trofozoitos amibianos; de ellos, sélo la galactosa inhibié por
completo la caida de la RET.

Es un hecho bien establecido que la adhesidén es un paso necesario para muchos
de los ensayos in vitro de la virulencia amibiana (22, 126). Se han descrito varias
adhesinas diferentes (127, 128, 138), aunque la lectina inhibible por galactosa
parece ser responsable no solo de la mayor parte de la adherencia, sino también
de parte de la citotoxicidad, quizas no directamente de la citotoxicidad letal, pero
cuando menos como un mediador de alguna sefal que active un mecanismo
especifico (83). En nuestros estudios, la inhibicién de la adhesién amibiana por la
galactosa también bloque? la citotoxicidad.

En un estudio realizado por Ravdin et al (59), la citopatogenicidad de E. histolytica
sobre células CHO fue inhibida tanto por el verapamilo como por el bepridil, sin
embargo, estos investigadores atribuyeron el efecto del verapamilo a su accién
sobre las células blanco mas que sobre la amiba. En nuestro experimentos no
podemos descartar que éste haya sido el caso, ya que el inhibidor estuvo presente
en el medio durante los 30 minutos de coincubacion con la monocapa; en
cualquier caso lo que es un hecho es que el efecto inhibidor del verapamilo no lo
produjo el bepridil (el otro antagonista de canales de calcio que probamos). Al
respecto, es interesante mencionar que se ha demostrado que el verapamilo
reduce la capacidad infiltrante y quimiotactica de linfocitos en endotelio vascular
humano (130), y estudios realizados in vitro han revelado que este farmaco tiene
un efecto inhibitorio en la adhesién plaquetaria, asi como en la actividad invasiva
de algunas lineas celulares metastasicas (130). Probablemente, aunque por un
mecanismo aun no definido, el verapamilo haya inhibido la adhesion amibiana.

De los monosacaridos que se probaron, la D-glucosa y la D-manosa, el primero
epimero de la D-galactosa con respecto a C(4), y el segundo estereoisomero de la

D-galactosa con respecto a C(2) y C(4), ninguno inhibié la disminucién de la RET
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inducida por los trofozoitos amibianos. Puesto que ambos difieren en la
disposicion espacial del C(4) con respecto a la D-galactosa, podriamos especular
que la disposicion de C(4) en la galactosa sea determinante para la interaccion de
la lectina amibiana con su correspondiente ligando en la superficie de las células
MDCK. Por otra parte, la lactosa, un disacarido constituido por una D-galactosa y
una D-glucosa (B-D-Gal-[1—4]-D-Glc), resulté inhibir la disminucién de la RET al
igual que la galactosa. Este resultado coincidio con los informados en varios
estudios previos (81, 83, 84), aunque contrasta con los de Ellen Li y colaboradores
(129), quienes llevaron a cabo un estudio utilizando monocapas de células Caco-2
(provenientes de intestino humano) y encontraron que la lactosa no inhibié la
disminucién de la RET causada por la coincubacion con trofozoitos amibianos.
Aunque en dicho estudio se utilizé una menor proporcion amiba:célula, una menor
concentracion de lactosa y menor tiempo de tratamiento con el azucar, lo cual
podria dar cuenta del diferente resultado con respecto a nuestro estudio, existe
también la posibilidad de que se deba al hecho de que se utilizaron diferentes
tipos de células epiteliales.

La citotoxicidad amibiana debe ser un proceso multifactorial, que requiere de la
adhesion de las amibas a la célula blanco para la participacion del resto de las
moléculas involucradas en el dafo celular, pero, entonces, al menos algun
incremento en el grado de inhibicion de la disminucién de la RET se deberia de
haber observado en nuestros experimentos cuando se permitid la adherencia
entre las células MDCK de la monocapa y las amibas que habian sido tratadas
previamente con los otros inhibidores (excepto la galactosa). En vez de esto, este
efecto parece reflejar solo aquél observado con el verapamilo.

No hemos descartado directamente el posible papel del amiboporo en el dafo
ejercido por los trofozoitos sobre la monocapa de células de origen epitelial.

De esta primera parte del trabajo obtuvimos las siguientes conclusiones:
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CONCLUSIONES
La amiba produce un dario temprano (30 minutos) en una monocapa de la
linea celular MDCK que puede cuantificarse en términos de la resistencia
eléctrica transepitelial de ésta. Este darfio temprano no es atribuible a
proteasas, especificamente de cisteina, y tampoco a fosfolipasas. El dafio
en la monocapa resulta de la adherencia amibiana via la lectina
Gal/NAcGal per se o bien ésta es una molécula sine qua non se produce
el dafo.
Por lo anterior, para poder determinar si la lectina por si sola abate la RET o si es
la primer molécula implicada en una serie de sucesos que conducen a dicho
abatimiento, llevamos a cabo la purificacién de la lectina Gal/NAcGal de la amiba,
para finalmente probarla en nuestro sistema experimental, lo cual constituye la

segunda y ultima parte de esta tesis.

SEGUNDA PARTE

A diferencia de la primera parte de este capitulo, en que llevamos a cabo la
discusién al final de los resultados, en esta segunda parte los discutiremos a la

par, con fines de mayor claridad.

1 .PURIFICACION DE LA LECTINA Gal/NAcGal MEDIANTE
ELECTROELUCION

Para la electroelucién, tanto con el sistema Mini Whole Gel Eluter, como con el
sistema Prep Cell la muestra inicial se preparé a partir de un botdon amibiano
inhibido con lodacetamida 50 mM y EDTA 10 mM, congelado y descongelado,
solubilizado con el amortiguador desnaturalizante, y calentado en bafio Maria
durante 5 minutos. En la figura 10 se muestran los resultados de la transferencia
de una SDS PAGE al 7.5% de acrilamida de la muestra amibiana preparada como

acabamos de describir; se distingue una banda muy ténue en la tira tefida con
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Coomassie con peso molecular de 260 kDa, misma que es reconocida por el
anticuerpo comercial contra la lectina. De manera que estabamos seguros de que
en la muestra amibiana a electroeluir, se encontraba la proteina de nuestro

interés.

Fig. 10. Transferencia de la Muestra Amibiana a Electroeluir. Se transfiri6
un gel al 7.5% tras la SDS PAGE de la muestra amibiana. La muestra
consistio en un botdn (~5x10° trofozoitos) inhibido con IA y EDTA, solubilizado
con SDS y calentado. Por carril se montaron 120 pug de proteina. WM:
marcadores de peso molecular, A: tira de la muestra tefiida con Coomassie,
A’: tira de la muestra tratada con anticuerpo monoclonal comercial antilectina
acoplado a peroxidasa y revelada con DAB.

1.1. Purificacion utilizando el sistema microelectroelutor

:;E==uwunn&mﬂ-

Fig. 11. Gel al 5% de la Muestra Amibiana a Electroeluir. Patrén protéico de
la muestra tras SDS PAGE. Los numeros de la derecha (en negro) indican la
correspondencia entre el gel y el numero de fracciéon a microelectroeluir.
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Para realizar la electroelucion en el Mini Whole Gel Eluter es necesario llevar a
cabo primero la electroforesis de la muestra, para después electroeluir del gel los
diferentes componentes de la misma, de manera simultanea. Puesto que la lectina
tiene un peso molecular elevado, se preparo el gel al 5%, con lo cual, ademas de
facilitar la elucion al tener la malla mas abierta, una serie de péptidos de bajo peso
molecular quedarian descartados en el extremo inferior del gel (ver figura 11). Se
montaron 130 ug de proteina/carril de la muestra (preparada como se describio en
la seccidn anterior) en ocho carriles; la electroelucion desnaturalizante se llevo a
cabo a 8 °C. Se colectaron 14 fracciones de ~150 ul cada una, éstas se analizaron
en SDS PAGE al 7.5% y los geles se tifieron con plata. En la figura 12 se muestra
el analisis electroforético de estas fracciones. Se observa que en las fracciones 6 y
7 aparecen bandas con pesos moleculares en un rango 2250 y 2150 kDa, que
serian las de nuestro interés. Pensando que una de esas fracciones correspondia
a la lectina, llevamos a cabo una transferencia, ésta fue tratada con el anticuerpo

monoclonal comercial y revelada con DAB; sin embargo, el resultado fué negativo.

9 10 11 12 13 14

Fig. 12. Andlisis Mediante SDS PAGE 10% de las Fracciones Obtenidas
por Microelectroelucién. Geles tenidos con plata de las 14 fracciones
colectadas de la microelectroelucion de una muestra amibiana inhibida con IA
y EDTA. Las condiciones de la electroeluciéon fueron desnaturalizantes, y la
concentracion de acrilamida en el gel, de 5%.
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Una probable explicacion al resultado negativo del reconocimiento del anticuerpo a
alguna de las fracciones obtenidas en la microelectroelucion, seria que, durante la
misma, la lectina hubiese sufrido alteraciones en su conformacion espacial y, por
ello el anticuerpo no la haya reconocido. El anticuerpo comercial es un anticuerpo
monoclonal, y puede ser que reconozca un epitope conformacional. Si bien este
método no resultdé ser conveniente para purificar una cantidad considerable de
lectina, si nos fue de utilidad para disefiar las condiciones Optimas para realizar la

electroelucion con el sistema PREP CELL.

1.2.Purificacion Utilizando el Sistema Macroelectroelutor

En el sistema PREP CELL, la electroelucién se lleva a cabo de manera simultanea
a la electroforesis; aun cuando la experiencia previa de la microelectroelucién nos
permitié elegir las condiciones éptimas (tales como concentracion y naturaleza del
gel, buffer de elucién, temperatura) para ésta, no se sabia en qué fracciones se

colectaria la lectina, de manera que se dejé correr la electroforesis y justo al

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Fig. 13. Andlisis Mediante SDS PAGE 7.5% de las Fracciones Obtenidas
por Macroelectroeluciéon. Se analizaron las fracciones 10-140 obtenidas por
macroelectroelucion utilizando el sistema de PREP CELL. Tincién de plata.

terminar de salir el colorante del frente de avance, se empezd a numerar las
fracciones. Al momento en que se habian colectado 140 fracciones (de 6 ml cada

una), se hizo un analisis mediante SDS PAGE al 7.5% de una fraccion cada diez.
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El resultado se muestra en la figura 13. Como puede observarse, en la fraccion 10
hay numerosas bandas con pesos moleculares <250 kDa; sin embargo, en la

fraccion 20 se ve claramente una sola banda con un peso molecular ligeramente

177 18 19 20 21 22 23
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Fig. 14. Analisis Electroforético de las Fracciones 17-23 y 27-33
Obtenidas en la Macroelectroelucion. Geles al 7.5% tefiidos con plata en
los que se analiz6 mediante SDS PAGE las fracciones 17 a 23 y 27-33
obtenidas de la macroelectroelucion en PREP CELL de una muestra amibiana
tratada con IAy EDTA.

por arriba del marcador de 150 kDa y en la fraccion 30 una banda con un peso
molecular aproximado de 260 kDa; por lo que se decidié analizar de una en una
las fracciones en torno a la 20 y a la 30. En la figura 14, se muestran los geles,
tefidos con plata de las fracciones 17-23 (izquierda), y 27-33 (derecha). Como
puede observarse, los pesos moleculares de las bandas correspondientes a cada
fraccion se encuentran en un rango entre los 150 y 250 kDa, y, cuando menos en
base al peso molecular, alguna(s) podria(n) corresponder a la lectina.
Nuevamente, se llevé a cabo un Western blot de estas fracciones y se tratd con el
anticuerpo monoclonal comercial, y de nuevo éste no reconocié ninguna de las
fracciones. No obstante, elegimos para su secuenciacion a la fracciéon 23 (indicada

con una flecha), debido a que en esta fraccién destaca una banda nitida, con un
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peso molecular de aproximadamente 170 kDa y otra borrosa, con un peso
aproximado de 260 kDa.

1.2.1. Secuenciacion de la fracciéon 23

La secuenciacion de la fraccidn 23, asi como el analisis por espectrometria de
masas la llevd a cabo el Dr. Roberto Arreguin. Para ello, la muestra fué
desglicosilada como se indica en el capitulo Il de esta tesis. El resultado indico
que la fraccion 23 estaba constituida por dos péptidos: el mas abundante, que
denotaremos como H, tuvo un peso molecular de 142,584 Da y se secuenciaron
sus 12 residuos amino terminal; el otro péptido de la muestra, al que llamaremos
L, presente en menor proporcion, tuvo un peso molecular de 63,324 Da, del cual
se secuenciaron 8 residuos amino terminal. Las secuencias resultantes de los dos

componentes fueron:

PEPTIDO ABUNDANCIA SECUENCIA PESO MOLECULAR
Péptido H +++ MKLLLLNILLLC 142,583.7 Da
Péptido L ++ MILLVLLI 63,323.6 Da

La busqueda en el BLASTP de las secuencias de proteinas de E. Histolytica
HM1:IMSS con empalme significativo para la secuencia de la proteina H indico la

existencia de dos péptidos con una homologia del 100%:

» ref|lXP 656181.1| subunidad pesada de la lectina Gal/NAcGal
MKLLLLNILLLC coincidencia del 100%.

> ref|lXP 655415.1| subunidad de 170 kDa de la lectina inhibible por galactosa
MKLLLLNILLLC coincidencia del 100%.
Por otra parte, en la literatura se encuentra notificado el peso molecular de dicha

subunidad, calculado a partir de la constitucion aminoacidica, como de 143 kDa
(131), el cual coincide con el peso molecular determinado por espectroscopia de

masas. Estos resultados nos indicaron que, indiscutiblemente, la fraccién 23
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estaba constituida fundamentalmente por la cadena pesada (de 170 kDa) de
Gal/NAcGal de E. histolytica HM1:IMSS.

De igual forma, se busco en el BLASTP las secuencias de proteinas de E.
histolytica HM1:IMSS con empalme significativo para la secuencia de la proteina
L; el resultado indic6 que los péptidos con mayor homologia respecto a los 8

residuos amino terminal de nuestra secuencia, eran:

> ref|[XP_655472.1| proteina hipotética 28.t00041 de E. Histolytica.
MILLILLI coincidencia del 87%.

> ref|XP_656145.1| péptido precursor de la subunidad de 35 KDa de la
lectina inhibible por galactosa.
MIILVLLI coincidencia del 87%.

En cualquier caso, se trata de secuencias que tienen solo una sustitucion con
respecto a nuestra secuencia: en el primer caso la valina ha sido sustituida por
una isoleucina, en el otro, una leucina de nuestra secuencia ha sido sustituida por
una isoleucina; sin embargo, se trata de aminoacidos conservados y por eso no se
considera una diferencia relevante.

Los dos péptidos que constituyen la fraccién 23 (las dos bandas que aparecen en
el gel de la figura 14) tienen pesos de: 260 y 170 kDa; es logico que el analisis de
esta fraccion haya indicado que el componente mas abundante en la misma sea la
subunidad de 170, porque ésta se encuentra en la muestra como mondémero, pero
también en su forma heterodimérica, la cual, durante el tratamiento para la
secuenciacion se desdobla y da lugar a la subunidad de 170 y a la que parece ser
la proteina precursora de la subunidad ligera.

Dos de los genes que codifican la subunidad ligera de la lectina (gl 1 y 2) fueron
secuenciados por Tannich y cols (132) y McCoy y cols (72); se estimé la masa
molecular de las dos proteinas a partir de los genes clonados y ésta fué de 32
kDa; sin embargo, nuestros resultados parecen indicar que la molécula precursora

de la subunidad de 35 kDa, con un peso molecular de 63 kDa, se encuentra

62



asociada a la subunidad pesada. Lo que en definitiva llama la atencion es el hecho
de que tanto el monémero de 170 como el heterodimero de 260 kDa hayan
electroeluido conjuntamente, lo cual parece sugerir que ambas estructuras se

encuentran asociadas en la membrana.

2. PURIFICACION DE LA LECTINA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
INMUNOAFINIDAD

Con la seguridad de que la fraccion 23 (F23) correspondia a la lectina Gal/NAcGal
y habiendo montado las condiciones para purificar mas de esta molécula mediante
la técnica de macroelectroelucion, decidimos destinar dicha fraccion y la inmediata

inferior, la 22 (F22), para inmunizar con cada una un conejo.

2.1.Inmunizacion de los Conejos

La concentracidon de cada una de las fracciones, determinada mediante el método
de BCA fue: 118 pg/ml (fraccion 23) y 100 pg/ml (fraccion 22). Siguiendo el
esquema de inmunizacidon descrito en el Capitulo Il de esta tesis, se utilizaron
ambas fracciones para inmunizar dos conejos. Se obtuvieron sueros
inmunopositivos (determinado por inmunodifusién) de ambos conejos, los cuales
se nombraron Cy y Cy; dependiendo de la fraccibn con la cual fueron
inmunizados.

Para determinar la especificidad de ambos sueros, se llevaron a cabo
transferencias de un lisado de un botén amibiano tratado con IA 50 mMy EDTA 10
mM, asi como de las fracciones 22 y 23; estas transferencias fueron tratadas con
una dilucion 1:200 de cada uno de los sueros de los conejos Cz2 y Ca3 ¥ con un
anticuerpo secundario obtenido en chivo anticonejo acoplado a peroxidasa. Puesto
que el suero del Cy; dio un titulo mayor, la figura 15 muestra el resultado del
revelado con DAB de las transferencias tratadas con el suero Cas.

En la figura 15, en la transferencia de la izquierda, que corresponde al total de
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Fig. 15. Western Blot de un Lisado Total Amibiano y de las Fracciones F,,
y F2; Puras. Se llevaron a cabo dos transferencias: A: un lisado total amibiano
(LA) y B:Fracciones 22 y 23 puras (Fx.y Fu3). En cada transferencia se
muestran tefidos en Coomassie los marcadores de peso molecular. En A la
muestra aparece también tenida en Coomassie; no se muestran tiras de las
fracciones puras tefiidas con Coomassie debido a que se cargd una cantidad
de éstas visible sélo en tincion de plata. La tira de la izquierda de cada pareja
corresponde al suero preinmune, mientras que la de la derecha al suero
hiperinmune del conejo 22. La dilucion que se utilizé fué 1:200.

proteinas amibianas presentes en el lisado (tira tefida con Coomassie), el suero
del conejo 22 preinmune no reconocid ningun péptido, mientras que el
hiperinmune reconoce dos péptidos con pesos moleculares mayores a 260 kDa,
los cuales pudieran corresponder a agregados de la lectina (69); la banda que
corresponde a la lectina con un peso molecular de 260 kDa (apenas perceptible
en la tira tefiida con Coomassie), otra banda que tiene un peso molecular de 170
kDa, y una banda gruesa que corresponde a varios péptidos en la cercania del
marcador de peso molecular de 150 kDa, que probablemente sean productos de
degradacion de la subunidad pesada, o bien correspondan a la misma en proceso
de glicosilacion postraduccional. Si bien Cheng y colaboradores consideraron

originalmente la posibilidad de que la subunidad pesada de la lectina tuviera un
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epitope comun con la subunidad intermedia (de 150 kDa) (75), la secuencia
aminoacidica de ésta ultima descarté esa posibilidad y confirmé la intima
asociacion de ambas (77), lo cual explicaria, en parte, el hecho de que en
diferentes preparaciones la subunidad intermedia copurifique con Gal/NAcGal, asi
como que la subunidad pesada copurifique con la intermedia (76). Finalmente,
nuestro anticuerpo reconoce una banda justo al final del gel, por debajo del
marcador de 25 kDa; la cual parece corresponder a péptidos de degradacion. Por
otra parte, en la transferencia de la derecha, que corresponde a las fracciones 22
y 23, vemos de nuevo que el suero preinmune no las reconoce, mientras que el
hiperinmune si. Puesto que el suero Cy, reconoce tanto a la fraccion 22 (utilizada
como antigeno en ese conejo), como a la 23, podemos concluir que ambas

fracciones estan constituidas por el mismo péptido.

M LA PRE INM MAb

Fig. 16. Transferencia de un Lisado Amibiano con el Suero F,, y
Anticuerpo Monoclonal Comercial. Se llevé a cabo una SDS PAGE al 7.5%
de un lisado total amibiano preparado de igual manera que en la transferencia
anterior. Se muestran de izquierda a derecha: Marcadores de peso molecular,
muestra tefiida con Coomassie, tira tratada con suero C,, preinmune (diluido
1:200), tira tratada con suero Cy, hiperinmune (diluido 1:200) y tira tratada con
anticuerpo monoclonal comercial (diluido 1:50). Las dos tiras de suero Co,
fueron incubadas con un anticuerpo de chivo anti conejo peroxidado (dilucién
1:2000) y todas reveladas con DAB.
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Con la finalidad de constatar que el anticuerpo monoclonal comercial reconocia lo
mismo que los anticuerpos policlonales del Co,, transferimos nuevamente muestra
del lisado amibiano utilizado en la transferencia anterior. El resultado de esta
transferencia se muestra en la figura 16. El anticuerpo monoclonal reconoce la
misma banda de 260 kDa que reconoce el policlonal del C,,, mismo que, por ser
policlonal, reconoce varias bandas.

De los experimentos relativos a la produccién de anticuerpos contra la lectina
Gal/NAcGal, podemos concluir lo siguiente: tanto la fraccion 22 como la 23
resultaron ser inmunogénicas en conejos. Ambos sueros (del Cy, y del Cy3) fueron
especificos para el péptido mas abundante en la fraccidn utilizada como
inmundégeno (subunidad pesada de la lectina), por ello, reconocen las diferentes
formas de la lectina en las que se encuentra esta subunidad: la forma
heterodimérica (de 260 kDa), agregaciones de la misma (las bandas de pesos
mayores a 260) y a la misma subunidad de 170 kDa, presentes en el lisado
amibiano. También se puede concluir que la conformacion de la lectina se
modifica tras la electroelucion, ya que el anticuerpo monoclonal la reconoce antes
de utilizar dicha técnica, en el lisado amibiano, pero no después, en las fracciones
obtenidas de la electroelucion. Contrario al monoclonal, posiblemente los epitopes
que reconocen los anticuerpos de Cx; y Co; sean secuenciales, puesto que

reconocen a la lectina antes y después de llevar a cabo la electroelucion.

2.2. Preparacion de una Columna de Cromatografia de Inmunoafinidad con
las IgG’s de C;;

Las gamaglobulinas de los sueros C,, y C,3 fueron obtenidas por precipitacion con

sulfato de amonio y las IgG’s por cromatografia de Sefarosa-Proteina A. Las IgG’s

del Cy, asi purificadas, fueron acopladas a un soporte Affi Gel 10, siguiendo las

instrucciones del fabricante, con una eficiencia de acoplamiento del 60%. La

columna de cromatografia de inmunoafinidad se equilibr6 con un amortiguador

Tris 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 8.3 y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

66



2.3. Purificacion de la Lectina Mediante Cromatografia de Inmunoafinidad

Después de recircular la muestra amibiana durante 48 horas a través de la
columna de cromatografia de inmunoafinidad y habiendo lavado la misma, de
manera exhaustiva, se llevé a cabo la elucion de lo retenido especificamente en la
columna. Para su analisis mediante SDS PAGE la muestra se tratd con los
siguientes inhibidores: EDTA 10 mM, IA 50 mM y E-64 100 uM.

Fig. 17. Analisis Electroforético de Ila Muestra Obtenida por
Cromatografia de Inmunoafinidad. SDS PAGE al 7.5%, tincién de plata. La
muestra fué tratada con inhibidores: EDTA 10 mM, I1A 50 mM y E-64 100 uM.
En el carril central: muestra en condiciones normales, carril extrema derecha:
muestra reducida con  mercaptoetanol.

En la figura 17 se muestra el resultado de este analisis. El gel, tefiido en plata
indica que la muestra sin reducir (carril central), estd conformada por cuando
menos 5 componentes: una banda con peso molecular por arriba del marcador de
250 kDa, un doblete con pesos aproximados de 200 y 170 kDa, seguido de una
banda de 110 kDa y la banda mas prominente de todas, con un peso molecular
cercano a 50 kDa; este patron cambia por completo si la misma muestra se
reduce con (B-mercaptoetanol (carril extrema derecha), observandose una banda
muy tenue con un peso cercano a 250, tres bandas bien definidas, con pesos
moleculares calculados: de 75, 68 y 53 kDa, y otra poco definida entre 50 y 37
kDa.
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2.3. Purificación de la Lectina Mediante Cromatografía de Inmunoafinidad


No sabemos por qué el tratamiento de la muestra con (B-mercaptoetanol, que,
supuestamente deberia dar lugar a la aparicién de las bandas de 170, 31 y/o 35,
no tiene este efecto sino que reduce el numero de bandas y modifica el patron de
las mismas con respecto a la muestra no reducida. Es posible que el B-
mercaptoetanol active a alguna proteasa presente en la muestra y ésta actue
sobre algunos componentes de la misma Sin embargo, llama la atencion que otro
grupo de investigacion, Carrero y colaboradores (139), observaron que al purificar
la lectina Gal/NAcGal (a partir del medio de cultivo de E. Histolytica HM1:IMSS)
mediante cromatografia de afinidad de galactosa, la muestra obtenida analizada
en condiciones reductoras indicaba la aparicién de una banda con peso molecular
de 68 kDa, ausente en la muestra no reducida; lo anterior hace pensar que ésta es
una proteina asociada de manera especifica a la lectina amibiana, que no
depende del origen de la muestra inicial (sea sobrenadante de cultivo o boton
amibiano), ni del tipo de cromatografia utilizada en la purificaciéon (sea
cromatografia de afinidad de galactosa o de inmunoafinidad). Durante varios afos
traté de purificar la lectina mediante cromatografia de afinidad de galactosa. El
analisis electroforético de las muestras entonces obtenidas, mediante tincidon de
plata, invariablemente mostraba otras bandas ademas de la de 260 kDa que W. A.
Petri y cols describieron cuando purificaron y caracterizaron la lectina como una
molécula de 260 kDa (69, 122).

La muestra obtenida mediante cromatografia de inmunoafinidad fue transferida a
papel de nitrocelulosa y sometida a tratamiento con anticuerpos Cy, (ver figura
20). La tincién de plata corroboré que dicha muestra estaba constituida por
diferentes proteinas, ademas de la lectina. Dichas proteinas muy probablemente
se encuentren asociadas a la lectina, puesto que el anticuerpo policlonal de conejo
que acoplamos al soporte, de todas las proteinas amibianas, solamente reconoce
a la lectina (y sus derivados). Al analizar por SDS PAGE |la muestra en ausencia
de inhibidores, ésta aparecia completamente degradada, por lo que se infiere que
al menos un componente de la muestra tiene actividad enzimatica. Si bien el
hallazgo de que la lectina copurificaba con la proteina intermedia (purificada por

Tachibana y cols en el afio de 1998) fue la base para proponer que ésta no era
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una entidad aislada en su funcionamiento, no fué sino hasta el afio 2002, en que
Petri, W. A. y cols en una excelente revision sobre las interacciones lectina-
carbohidrato (76) hicieron referencia, por vez primera, a que la lectina “pura”
consiste en un complejo de proteinas. Me permito citar textualmente una parte del

manuscrito:

“...Analysis of two-dimensional gels of affinity-purified Gal/GalNAc lectin show
a complex pattern of proteins, which suggests that the lectin serves as a
nucleation site for a number of different proteins potentially involved and

required for interaction with the host...”

Mas tarde, M. Hughes y cols. (133) identificaron una proteina antioxidante tiol-
especifica “asociada al complejo de lectina GalNAc” y en el 2005, J. McCoy y B.
Mann (134) describieron una serie de proteinas “asociadas a la lectina GalNAc”,
entre las cuales refieren proteinas de citoesqueleto como la actina y algunas

enzimas como la CP2.

3. SELECCION DE LAS MUESTRAS A ENSAYAR EN NUESTRO SISTEMA.
ALGUNAS CONSIDERACIONES

a) Muestra Resultante de la Microelectroelucion

La purificacidon mediante esta técnica se efectué en varias ocasiones. Si bien el
patrén electroforético era muy similar en cada electroelucion (comparese la figura
12 con la 18), nunca fue idéntico como para poder reunir las fracciones de
diferentes microelectroeluciones; no obstante, quisimos determinar qué

fraccidon(es) correspondia(n) a la lectina Gal/NAcGal. Teniendo ya la seguridad de
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Fig. 18. SDS PAGE y Western Blot de Fracciones Obtenidas en una
Microelectroelucién. Tincién de plata de 2 geles al 7.5% donde se analizan
por carrii cada una de las 14 fracciones obtenidas mediante
microelectroelucion en condiciones desnaturalizantes. Esas mismas fracciones
fueron transferidas a pvdf, se trataron con una dilucion 1:500 del suero Co, y
un anticuerpo secundario peroxidado y finalmente se revel6 con DAB. Se
muestran las tiras correspondientes a las fracciones 7, 8 y 14, que fueron
reconocidas por el anticuerpo.

que contdbamos con un anticuerpo policlonal de conejo especifico para la lectina
Gal/NAcGal amibiana, decidimos llevar a cabo un western blot de las fracciones
obtenidas por microelectroelucion; recordemos que el anticuerpo monoclonal
comercial no habia reconocido ninguna de las fracciones obtenidas utilizando esta
técnica. La figura 18 muestra las 14 fracciones obtenidas en wuna
microelelctroelucion, las cuales fueron transferidas y tratadas con nuestro
anticuerpo policlonal C,,, un secundario peroxidado y reveladas con DAB; en el
extremo derecho de la figura se muestra el western blot de las fracciones
transferidas que fueron reconocidas. Como puede observarse, el anticuerpo
policlonal C,, reconoce péptidos con pesos moleculares aproximados de: 130, 125
y 37 kDa, en las fracciones 7, 8 y 14 respectivamente; de los que los dos primeros
son, a juzgar por sus pesos moleculares, productos de degradacién de la lectina, o
bien precursores no glicosilados de la misma. Llama la atencion el hecho de que
de los tres péptidos presentes en la fraccién 14, los anticuerpos del Co, reconocen

aquél de peso molecular de ~37 kDa. Si bien éste podria ser un producto de
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degradacion de la subunidad pesada de 170 kDa, también podria corresponder a
la subunidad ligera de la lectina, lo que implicaria que el suero del conejo 22
reconoce a ambas subunidades, lo cual es factible, ya que la fraccion que se
utilizé como antigeno fue la inmediata inferior a la que se mandoé secuenciar, que
como se mencioné en el apartado 1.2.1., estaba constituida por un péptido
precursor de la cadena ligera. Aun cuando la subunidad ligera ha sido
ampliamente estudiada, y existen anticuerpos monoclonales contra ella, se
desconoce su funcion especifica en el complejo. Seria muy util que nuestro
anticuerpo policlonal de conejo tuviera, ademas de la especificidad por la cadena
pesada, especificidad por dicha subunidad ligera.

Las fracciones obtenidas por microelectroelucion no se utilizaron en los ensayos
finales con las células MDCK, porque en cada microelectroelucién se obtenia muy
poca cantidad de cada fraccion y ésta no era suficiente para realizar todo un grupo

de experimentos.

b) Muestras Provenientes de Macroelectroelucion.

La macroelectroelucion de otra muestra amibiana demostré que la técnica es muy
reproducible. En la figura 19 A se muestra en plata el analisis electroforético de las
fracciones 21 a 29 obtenidas por macroelectroelucién de otra muestra amibiana
tratada de la misma forma que en el apartado 1.2. De estas fracciones,
seleccionamos la 21, rica en un péptido con un peso molecular de170 kDa, y la
24, constituida por un doblete de bandas de 170 y ~150 kDa y otro péptido con un
peso de 260. En la figura 19 B se muestra la positividad de estas dos fracciones
con el anticuerpo Cay, el cual reconoci6 las bandas de 150 y 170 kDa, aunque no

la de 260 kDa presente en la fraccion 24.
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Fig. 19. Analisis Electroforético de las Fracciones Provenientes de la
Macroelectroelucion de un Botén Amibiano y Transferencia de la 21 y 24.
A Tincion de plata de un gel desnaturalizante al 7.5% de las fracciones 21 a
29 obtenidas mediante electroelucion en el sistema Prep Cell de una muestra
amibiana inhibida con lodacetamida y EDTA. B Western Blot de la fraccion 21
y 24, utilizando como anticuerpo primario una diluciéon 1:200 del suero Co,.

Las fracciones 21 y 24 fueron concentradas en microcones de corte de peso
molecular de 3,000 kDa.

c) Muestra Obtenida por Cromatografia de Inmunoafinidad

Se realizd un western blot de la muestra obtenida por cromatografia de
inmunoafinidad, en condiciones reducidas con B-mercaptoetanol y sin reducir, en
presencia de inhibidores. En la figura 20 se muestra la transferencia de esta
muestra, y el western blot con C,,. En la muestra sin reducir (L), el anticuerpo
reconocio claramente una banda con peso molecular de 260, asi como de manera
mas tenue una banda de mayor peso molecular (~300 kDa) y la que se encuentra
por arriba del marcador de 100, con un peso molecular aproximado de 110 kDa. El

anticuerpo no identificd ningun péptido de la muestra reducida (LR).
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Fig. 20 Western Blot de la Muestra Obtenida por Cromatografia de
Inmunoafinidad. Se llevd a cabo una transferencia de la muestra obtenida
mediante cromatografia de inmunoafinidad, tratada (LR) o sin tratar (L) con (-
mercaptoetanol. Derecha: analisis electroforético del apartado 2.2.3. Izquierda:
western blot en el que se utilizd como anticuerpo primario una dilucion 1:500
de C,,, un secundario peroxidado y se revelé con DAB.

Se contaba con 3 muestras diferentes de “lectina” para los ensayos con las
monocapas de MDCK. Dos de ellas, la 21 y la 24 (de aqui en mas denotadas
como F21 y F24), provenian de la electroelucion utilizando el sistema Prep Cell, y
estaban realmente “puras”, la otra muestra, que de aqui en adelante nombraremos
L, corresponde a la muestra obtenida por cromatografia de inmunoafinidad y como
ya vimos estaba constituida por otras proteinas, ademas de la lectina de 260 kDa,
y probablemente constituya el complejo de lectina tal y como se encuentra en la
amiba. Sin embargo, resulta muy interesante el poder disponer de ambos tipos de
muestras, sobre todo porque lo que estamos planteando como hipdtesis de
trabajo, es que, precisamente “una parte de ese complejo” es la que dispara o

suscita la apertura de las uniones estrechas de las células MDCK en monocapa.
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Fig. 21. Ensayo de Hemaglutinacion de las Muestras 21, 24 y L. Se utilizé
para el ensayo una suspension de eritrocitos de sangre humana tipo A al 2%.
A: control positivo Vicia villosa (50 ug), B: muestra 21 (12.5 ug), C: muestra 24
(4 pg), D: buffer de dialisis de las muestras 21 y 24, E: muestra L (1 ug), F:
buffer de dialisis de la muestra L, G: control negativo BSA.

Antes de llevar a cabo los ensayos con las células MDCK, quisimos hacer un
ensayo de hemaglutinaciéon a las muestras 21, 24 y L. Las tres muestras fueron
exhaustivamente dializadas para retirar el detergente empleado durante su
purificacion (SDS en el caso de las dos primeras, y NP 40 en el caso de la ultima),
quedando en un amortiguador de fosfatos a pH 7.2.

Se utilizaron como controles para cada muestra la solucion del ultimo cambio de
dialisis. En la figura 21 se muestra el resultado del ensayo de hemaglutinacion. El
control positivo de este ensayo fué la hemaglutinacion en presencia de la lectina
Vicia villosa, que tiene afinidad por N-acetil galactosamina y corresponde en la
figura a la hilera A; se observa que ésta hemaglutina hasta el pozo 8 (que
corresponde a una dilucion de 1/128). La hilera B corresponde a la muestra 21 en
donde, si bien en los primeros tres pozos se observa un halo alrededor del boton
de eritrocitos, la presencia del botdn indica que no hubo hemaglutinacion. En la
muestra 24, ya en el primer pozo se distingue un claro botén, indicativo de que no

hubo hemaglutinaciéon. La hilera D corresponde al ensayo de la ultima solucion de
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didlisis de las muestras 21 y 24 (este ensayo se llevdé a cabo como control de
dichas muestras, ya que trazas o restos de detergente en el amortiguador podrian
lisar los eritrocitos y de esta manera, confundir el resultado obtenido), en ella se
observa que desde el primer pozo se formé un boton muy definido, indicando la
ausencia de detergente y de lisis. La hilera E correspondiente a la muestra L,
indica la ausencia de botdn de eritrocitos definido hasta el pozo 10, mientras que
la hilera F, donde se ensay0 la solucién de la ultima dialisis de la muestra L, no se
observa botdn de eritrocitos hasta el pozo 3, es decir, en el amortiguador de la
muestra L hay restos de detergente. Ahora bien, si a la hilera E de la muestra L le
restamos el ensayo del amortiguador de la hilera F, el resultado es que la muestra
L tiene un efecto sobre los eritrocitos. Sin embargo, éste no parece deberse a
hemaglutinacion ya que se distingue un halo que no se observa en los pozos
positivos de Vicia villosa (hilera A), probablemente se trata de lisis de eritrocitos,
debido al componente de esta muestra que tiene actividad proteolitica. La ultima
hilera corresponde al ensayo con BSA y representa el control negativo.

Aun cuando no se ha resuelto si existe mas de un CRD en la lectina, se ha
referido (135) la accién hemaglutinante de la misma purificada por cromatografia
de afinidad de galactosa. En nuestro caso, ninguna de las muestras ensayadas

indujo hemaglutinacion de eritrocitos humanos tipo A.

4. EFECTO DE LAS DIFERENTES MUESTRAS DE LECTINA PURIFICADAS EN
LA APERTURA DE LAS UNIONES ESTRECHAS DE LAS CELULAS MDCK EN
MONOCAPA

Para elegir tanto la concentracion de la muestra por célula blanco, asi como el
tiempo de incubacion de la misma con la monocapa, nos basamos en algunos
articulos en los que se utilizo la lectina pura: W.A. Petri et al (68), L.D. Saffer y
W.A. Petri (83) y S. Rawal et al (135). De acuerdo a ello, decidimos utilizar 1 ug de
muestra/monocapa (5 x 10° células MDCK). La muestra, preparada en PBS con
calcio se incub6 durante 1 hora con la monocapa y enseguida se hicieron las

determinaciones de RET, o bien, las preparaciones se fijaron y tifieron para su
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analisis microscopico. En la tabla 3 se muestran los valores de RET de las
monocapas MDCK después de su incubacién durante 1 hora con una de las tres

muestras de lectina purificada.

RET Qcm? RET %
MONOCAPAS CONTROL (4) 459.5 + 10.1 100 + 2%
MONOCAPAS + L (3) 487.2 + 55.6 106 +12%
MONOCAPAS + F21 (3) 420.3 + 89.8 91.5 + 20%
MONOCAPAS + F24 (3) 456.1 + 70.6 99.3 + 15%

Tabla 3. Efecto de las Muestras de Lectina Purificadas en la RET de
Monocapas MDCK. Las muestras L, F21 y F24 se incubaron durante 1 hora
con monocapas de MDCK. El numero en paréntesis indica el numero de
monocapas para ese ensayo. En todos los casos se us6 1 uyg de muestra:
5x10° células MDCK. Al término de 1 hora de incubacion se determiné la RET.
Se muestran los valores en términos de Qcm? asi como en % relativo al
control.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba
de Dunnett, no encontrandose diferencias significativas entre las monocapas
experimentales y las control. Como puede verse, el error estandar es muy alto en
los tres ensayos experimentales, porque hubo mucha dispersién en las
determinaciones y fueron pocos datos.

Se llevaron a cabo experimentos idénticos a los anteriores, excepto porque las
monocapas de MDCK se habian formado sobre cubreobjetos de vidrio para los
estudios de microscopia o6ptica. Tras haber sido incubadas con la muestra en
cuestion durante 1 hora, las monocapas se fijaron y se tifieron con nitrato de plata
para destacar el cemento intercelular y se contratiieron con hematoxilina.

En la figura 22 se muestran las micrografias de una monocapa control (A), y de las
tres monocapas experimentales: (B) incubada con L, (C) incubada con F21, y (D)
incubada con F24.

Encontramos que el aspecto microscopico de las monocapas experimentales fué
muy similar al control en cuanto a rebordes celulares y algunos nucleos
condensados (¢ apoptoticos?). La unica diferencia fue el hallazgo ocasional de

espacios intercelulares en la monocapa incubada con F21.

76



A B

- i

> . L
a8 Y
5 é
Cs D

Fig. 22. Monocapas de Células MDCK Tratadas con las Muestras de
Lectina. Experimentos idénticos a los realizados para las determinaciones de
RET se llevaron a cabo con monocapas de MDCK desarrolladas sobre
cubreobjetos de vidrio. Las monocapas se incubaron con las muestras de
lectina durante 1 hora,se fijaron con formol y se tifieron con nitrato de plata
para resaltar el cemento intercelular, posteriormente fueron contratefiidas con
Hematoxilina. A: monocapas control; B: monocapas tratadas con L; C:
monocapas tratadas con F21 y, D: tratadas con F24.

CONCLUSIONES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA SEGUNDA
PARTE .

Recordemos que la necesidad de la segunda parte del trabajo surgioé del hallazgo
inicial que indicé que la lectina especifica de galactosa es la responsable de la
citotoxicidad de E. histolytica, en nuestro sistema in vitro, cuantificada ésta en
términos de decremento en la RET de las monocapas MDCK, y traducida
morfolégicamente en la aparicion de espacios intercelulares. Aunque estaba bien
establecido que la adherencia del trofozoito a la célula blanco era un evento
crucial en la patogenicidad del parasito, y que ésta requeria de la lectina

Gal/NAcGal, se desconocia si esta molécula estaba implicada también en algunos
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de los procesos inmediatos subsecuentes, como la apertura de las uniones
estrechas. Dicho de otra manera “;podia la lectina Gal/NAcGal per se inducir la
apertura de las uniones estrechas responsables de la RET de la monocapa de
MDCK?”, y para responder a esta pregunta era indispensable purificar la lectina.
La obtencion de esta molécula pura parecia entonces una cuestion relativamente
sencilla, pues su purificacion mediante cromatografia de afinidad de galactosa o
de inmunoafinidad (con anticuerpos monoclonales) habia sido descrita en el
Methods in Enzymology (122). Mediante cromatografia de afinidad de galactosa
siguiendo la técnica descrita, yo obtuve muestras constituidas por cuando menos
4 péptidos; lo anterior me llevd a intentar la purificacion mediante otras
metodologias.

Los resultados de la segunda parte fueron discutidos conforme se fueron
mostrando; a continuacion presento las conclusiones:

1) Mediante macroelectroelucion de un lisado total amibiano obtuve una

fraccion pura constituida por 2 péptidos, con pesos moleculares en SDS

PAGE de 260 y 170 kDa. La masa atémica de los péptidos en la muestra,
determinada por espectroscopia de masas, resulté ser de: 63 y 143 kDa,
esta ultima coincidié con la masa atémica referida en la literatura (131)
para la subunidad pesada de la lectina. La secuencia aminoacidica de 8 y
12 residuos, respectivamente, indico que se trataba del péptido precursor
de la_subunidad ligera y de la subunidad pesada de la lectina Gal/NAc
Gal.

2) La conformacion espacial de la lectina Gal/NAcGal se modifica en el

proceso de electroelucion. Esta conclusion se basa en el resultado

obtenido con el anticuerpo monoclonal comercial, el cual, reconoce la
banda de 260 kDa correspondiente al heterodimero de la lectina presente
en el lisado amibiano antes de la electroelucion, pero no la reconoce en
las fracciones obtenidas después de esta técnica. Aunque no se
menciona explicitamente, dicho anticuerpo esta dirigido contra la
subunidad pesada de la lectina amibiana, y, el hecho de que los

laboratorios que lo emplean con especimenes fecales comentan que el
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ensayo de ELISA con este anticuerpo no es sensible cuando las muestras
han sido congeladas, aunado a nuestros resultados, sugiere que
reconoce un epitope conformacional.
El disponer de una muestra pura de la lectina Gal/NAcGal amibiana nos permitio
utilizarla para inmunizar un conejo y asi obtener anticuerpos policlonales contra la
lectina.

3) La fraccion 22 esta constituida por los mismos péptidos que la 23. Esta

conclusion se basa en los resultados obtenidos: el suero hiperinmune del

conejo 22 (C,y) (inmunizado precisamente con esa fraccion) reconoce a la

fraccion 23 pura; ademas, de todas las proteinas presentes en el lisado

amibiano, sélo reconoce estructuras relativas a la subunidad pesada de la

lectina.

4) Mediante cromatografia de inmunoafinidad (con los anticuerpos de

C2,), se_obtiene, a partir de un lisado amibiano, una muestra, que

efectivamente contiene a la lectina (los anticuerpos de Cy; la reconocen

en la transferencia),_pero esta conformada ademas por otras proteinas,

de las cuales, cuando menos una, tiene actividad enzimatica (si no se

trata con inhibidores, la muestra se degrada).

5) Obtuvimos dos tipos de muestra amibiana que contenian a la lectina
Gal/NAcGal: muestras estrictamente puras correspondientes a las
fracciones obtenidas por macroelectroelucion, y la muestra constituida por
varios péptidos, ademas de la lectina, obtenida por cromatografia de

inmunoafinidad. Ninquna de las muestras hemaqlutind eritrocitos

humanos de tipo A,

6) Los resultados obtenidos, tanto por analisis microscopico, como en

términos de la RET de las monocapas coincubadas con las diferentes

muestras de la lectina (pura o como complejo protéico) nos indican que

en esas condiciones experimentales (coincubacion durante una hora con

1ug de muestra/monocapa), la_lectina Gal/NAcGal no tuvo un efecto

aparente en la apertura de las uniones estrechas.de la monocapa de
células MDCK.
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Si bien llevamos a cabo nuestro objetivo planteado al inicio de esta tesis, es
importante sefalar que es necesario estudiar con mas detalle las muestras que
purificamos de la lectina, pues aun quedan detalles por aclarar, por ejemplo: no
descartamos la posibilidad de que los anticuerpos C,, también reconozcan a la
subunidad ligera (la banda reconocida en la fraccidén 14 de la microelectroelucion);
dichos anticuerpos reconocen epitopes secuenciales, puesto que reconocen la
lectina en el lisado amibiano antes de la electroelucion, (con diferente
conformacién espacial), sin embargo, ¢por qué no reconocen la banda de peso de
260 kDa presente en las muestras obtenidas por electroelucién, como la que se
observa en la fraccién 6 de la microelectroelucién, o la que se ve en la fraccién 24
obtenida por macroelectroelucion?; en lo que se refiere a la muestra obtenida por
cromatografia de inmunoafinidad: ¢ por qué al reducir la muestra, la subunidad de
170 kDa no aparece?; ¢ cual es la especificidad de la(s) enzima(s) presentes en la
muestra?.

Como ya mencionamos en este trabajo, cada vez hay mas datos sugestivos de
que varias proteinas se encuentran asociadas a la lectina Gal/NAcGal, apoyando
la posibilidad de que actuen como un complejo protéico. Lo anterior parece
altamente probable, basta con echar un vistazo a los receptores de los linfocitos T,
o los receptores de citocinas presentes en diferentes células blanco en animales
superiores, por mencionar solo algunos ejemplos, estos receptores estan
constituidos por varias proteinas que funcionan en conjunto en perfecta sincronia,
de manera tal, que transducen al interior celular distintas senales Tanto la
subunidad pesada, como la ligera y la intermedia, estan codificadas por familias
de varios genes, lo cual plantea la posibilidad de que el complejo de lectina se
constituya con diferentes isoformas de las subunidades y quizas sea esta la razon
por la cual un complejo protéico esté implicado en numerosas funciones tales
como la adherencia, citotoxicidad, resistencia a complemento, el proceso de

enquistamiento, induccion de apoptosis; por mencionar algunas.
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OTROS ESTUDIOS RELACIONADOS

1. ANALISIS DE LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA LECTINA
Gal/NAcGal EN LAS AMIBAS VIRULENTAS Y NO VIRULENTAS DE LA CEPA
HM1:IMSS.

En los ultimos afos, la investigacion en el campo de la Amibiasis ha tenido logros
sustanciales que han culminado, como resultado de un esfuerzo conjunto, en la
publicacion del genoma completo de la amiba (140). Sin embargo, uno de los
problemas que aun no se ha resuelto, y que probablemente sea la clave para
resolver el enigma de la patogenicidad de este parasito, es el hecho de que al
cultivar axénicamente trofozoitos amibianos por tiempos prolongados, éstos
pierden su virulencia —determinada ésta por su habilidad para producir abscesos
hepaticos en el modelo experimental del hamster— y para recuperarla, es
necesario inocular los trofozoitos en hamsters y colectarlos de las lesiones
producidas en el animal para empezar de nuevo el cultivo axénico.

En nuestro laboratorio, se cultivan las dos variedades de la cepa HM1:IMSS: la
“virulenta”, que periddicamente se “pasa” por higado de hamster, y la “no
virulenta”, axénicamente cultivada por mas de dos afos, y que ha perdido su
capacidad de producir abscesos en higado de hamster.

El objetivo de este trabajo fué comparar en las dos variedades la capacidad
amibiana para disminuir la resistencia eléctrica transepitelial (RET) de monocapas
de células MDCK. Puesto que dicha habilidad ocurre por un mecanismo contacto-
dependiente, se analizd la expresion y localizacion de la lectina Gal/NAcGal, en
ambas variedades, utilizando para ello, los anticuerpos policlonales del conejo Co;.
Inicialmente se llevd a cabo un analisis electroforético comparativo del lisado total
de un boton amibiano proveniente de la variedad virulenta y no virulenta. En la
figura 23 se muestra un gel desnaturalizante al 7.5% tefido con plata; el patron
protéico de una y otra variedad es practicamente idéntico en la zona de pesos
moleculares altos correspondientes a la subunidad pesada y al heterodimero de la

lectina (por arriba de 150 kDa), sin embargo, entre el marcador de 50 y el de 75
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kDa, en la variedad virulenta (V) aparece mas densa una banda (sefialada con
una flecha), correspondiente a una proteina de un peso molecular aproximado de
60 kDa, con respecto al patrén de la no virulenta (NV), indicando, probablemente
(puesto que no se sometid a analisis densitométrico), una mayor expresion de

dicha proteina en la variedad virulenta.

Fig. 23. Andlisis Electroforético de las Variedades “Virulenta” y “No
Virulenta”. Tincién de plata de un gel desnaturalizante al 7.5% de un
lisado total (proveniente de un botén amibiano inhibido con IA 50 mM y
EDTA 10 mM, congelado y descongelado) de la variedad “no virulenta”
(NV) y “virulenta” (V). Carril extrema izquierda: marcadores de peso
molecular, se montd la misma concentracién de proteina de NV y V.

En la figura 24 se muestran dos transferencias de un mismo lisado de una y otra
variedad; la transferencia A fue tratada con el anticuerpo policlonal C,,, mientras
que la B se tratdé con el anticuerpo monoclonal comercial y ambas fueron
reveladas con DAB. En cada transferencia se mont6 la misma concentracién de
proteina de una y otra variedad. En la transferencia A, tratada con el anticuerpo
policlonal, se observa que en ambas muestras aparecen tefidas tres bandas con
pesos moleculares de 150, 170 y 260 kDa, en ambas variedades la intensidad de
dichas bandas es muy similar, sin embargo, en las virulentas aparecen tefidas
unas bandas de pesos moleculares bajos, que pudieran corresponder a productos
de degradacion de la lectina, debido probablemente a que la actividad enzimatica
en la variedad virulenta sea mayor y no haya sido completamente inhibida. En la

transferencia B aparecen tefidas las mismas 3 bandas de 150, 170 y 260 kDa en
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ambas variedades y no se observan péptidos de bajo peso molecular tefidos,

probablemente esto se deba a que el anticuerpo utilizado en esta transferencia

Fig. 24 Transferencias de un Lisado Total Amibiano de las Variedades
Virulenta y No Virulenta. Transferencia A: las tiras se trataron con el
anticuerpo policlonal C,,, el par de tiras de la izquierda corresponden a No
Virulentas, mientras que el par de la derecha corresponde a Virulentas,
Transferencia B: las tiras se trataron con el anticuerpo monoclonal comercial,
pareja izquierda correspondiente a muestra No Virulenta, pareja de la derecha:
muestra Virulenta. Cada pareja de tiras corresponde a una misma variedad: la
tira tefida con Coomassie muestra todas las proteinas de la muestra. En una
misma transferencia, se monté igual concentracién de proteina de ambas
variedades.

sea un monoclonal, que como ya hemos comentado, parece reconocer un epitope
conformacional. Se determiné la densitometria de las tiras de esta transferencia
(con un analizador Chemi Imager 4,000 Alpha Innotech Corp.), resultando no
haber diferencias significativas entre una y otra variedad.

La localizacion de la lectina en ambas variedades de amibas de la cepa
HM1:IMSS se llevd a cabo en cortes de pellets amibianos incluidos en parafina,
tefidos mediante la técnica de “sandwich”, y contratefiidos con hematoxilina; las
preparaciones fueron analizadas por microscopia Optica. Se utilizdé como
anticuerpo primario el policlonal de Cy. En la figura 25 se muestran las

micrografias correspondientes a las variedades no virulenta y virulenta.
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Fig. 25. Micrografias de Amibas No Virulentas y Virulentas . Cortes de
botones de amibas incluidos en parafina. A: tincién de PAS, B: se utilizé6 como
anticuerpo primario el suero preinmune de C,,, C: se utiliz6 como anticuerpo
primario el suero hiperinmune de C,, D: mayor aumento de la preparacion
anterior. El anticuerpo secundario utilizado fue de cabra peroxidado anti Ig’'s de
conejo; se reveld con DAB y contratiiid con Hematoxilina.
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En A se muestra el aspecto de los trofozoitos de una y otra variante tefidos con
PAS (Periodic Acid-Schiff Reaction), no se observan diferencias morfoldgicas
entre ellas. En B las preparaciones fueron tratadas con el suero preinmune del
conejo Cy2 y con el secundario peroxidado anti Ig’s de conejo y constituye el
control negativo; donde se observa que no hay tincidon café en la preparacion. La
micrografia C muestra las preparaciones tratadas con suero hiperinmune del
conejo Cy, especifico para la lectina Gal/NAcGal y en D se muestra una
amplificacion en la que claramente puede verse que la lectina esta presente en
ambas variantes, y que ésta se localiza fundamentalmente en la membrana
plasmatica del trofozoito tanto en las amibas “virulentas” como en las “no
virulentas”.

A continuacion se llevaron a cabo experimentos para determinar el efecto de una'y
otra variante sobre una monocapa de células MDCK. Se utilizé una proporcion de
1:5 amiba:células MDCK, se les coincubd durante 30 minutos y se determind la

RET de las monocapas. Los resultados resumidos se muestran en la tabla 4.

MONOCAPAS CONTROL MONOCAPAS + AMIBAS VIR MONOCAPAS + AMIBAS
9) (10) NO VIR (9)
321.9 + 4.9 Qcm? 10.9 + Qcm? 7.2 + Qcm?®
100 £ 1.5% 3.4+0.9% 2.3+0.6%

Tabla 4. RET de Monocapas de MDCK Coincubadas con Amibas
Virulentas y No Virulentas. Las monocapas de células MDCK fueron
incubadas con amibas de la cepa HM1:IMSS, virulentas o no virulentas
durante 30 minutos. Las condiciones fueron idénticas a las de los
experimentos de la tabla 1.

Las determinaciones de la RET indican que ambas variantes de la cepa
HM1:IMSS son capaces de disminuir la resistencia eléctrica transepitelial. En la
primera parte de esta tesis se demostré que la lectina especifica de galactosa es,
de todos los factores que han sido implicados en el efecto citotdéxico de la amiba,
el elemento mas importante en nuestro modelo experimental in vitro que consiste

en una monocapa de células de la linea celular MDCK. En este estudio
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demostramos que la lectina Gal/NAcGal se expresa y localiza de igual forma en
las amibas de la cepa HM1:IMSS virulenta o no virulenta y que ambas variantes
de la misma cepa tienen la misma capacidad de ejercer un efecto citotdéxico en
nuestro sistema in vitro aun cuando claramente tienen una diferente capacidad
para formar abscesos en higado en el modelo del hamster. La conclusién de este

pequeno estudio puede resumirse como sigue:

La citotoxicidad de HM1-IMSS in vitro no correlaciona con la

virulencia de la misma in vivo.
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2. EFECTO DE LAS AMIBAS HM1:IMSS CULTIVADAS EN PRESENCIA DE E-
64 SOBRE LA MONOCAPA DE CELULAS MDCK.

En el ano 2003, en nuestro laboratorio se llevo a cabo un estudio con amibas de la
cepa HM1:IMSS cultivadas axénicamente en presencia del inhibidor E-64, Dichas
amibas carecian por completo de actividad de proteasas de cisteina (CP); en el
estudio se analizaron diferentes capacidades caracteristicas del parasito, en
modelos in vitro como in vivo, entre otras, la capacidad de estas amibas, para
abatir la resistencia eléctrica transepitelial de una monocapa de células MDCK. La
total inhibicién de la actividad de CP en estas amibas se determiné mediante
zimografia en gelatina, por determinacion colorimétrica utilizando como sustrato
azocaseina, y una técnica adicional que, a diferencia de las otras dos, detecta la
actividad de CP en los trofozoitos intactos; en esta técnica se utiliza el péptido
AMNP (Arg-Arg-4-methoxy-2-naphthylamide peptide), que constituye el sustrato
para las proteasas de cisteina, y produce un aducto insoluble fluorescente con
NSA (5-nitro-2-salicylaldehyde) tras su ruptura enzimatica (136), detectable
mediante microscopia de fluorescencia. Todo el estudio culminé con su
publicacion (58), en él se incluy6 parte de la serie de experimentos relativos a la
RET con estas amibas, incluyo en esta tesis el analisis completo.

En la tabla 5 se muestra el resumen los valores obtenidos de RET de monocapas
incubadas con amibas cultivadas en presencia de E-64, los experimentos se
llevaron a cabo esencialmente de la misma forma que en la seccién 1.2 de
resultados de esta tesis. El analisis estadistico de los resultados se realizo
mediante la prueba de Tukey que nos permitid hacer comparaciones entre los
diferentes grupos.

El grupo A corresponde a los valores de RET de monocapas control a los 30
minutos de incubacion con medio TYI; el grupo B corresponde a los valores de
monocapas MDCK incubadas durante 30 minutos con TY| + E-64, cabe mencionar
que utilizando el péptido AMNP, se monitored, mediante microscopia de
fluorescencia (en monocapas idénticas a las utilizadas en los experimentos de

RET, pero desarrolladas sobre cubreobjetos de vidrio), la actividad de CP de las
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A B C D E
MONOCAPAS MONOCAPAS MONOCAPAS MONOCAPAS + MONOCAPAS +
CONTROL EN TYI CONTROL EN +HM1 (E64HM1) EN (E64HM1) EN
TYI-E64 AUSENCIA DE PRESENCIA DE
E64 E64
(25) (25) (25) (25) (25)
134.5+4 126.1+5 51+1 429+2 59.2+6
Qcm? Qcm? Qcm? Qcm? Qcm?
100+ 3 % 100+ 4 % 3.8+0.7% 319+1.5% 46.9+4.8 %

Tabla 5. Andlisis de la RET de Monocapas MDCK Incubadas con
Trofozoitos Cultivados en Presencia de E-64. La notacion E64HM1 se
refiere a amibas cultivadas axénicamente en presencia de 500 uM del inhibidor
por cuando menos 72 horas. El tiempo de coincubacion fue de 30 minutos y la
proporcién amiba:célula MDCK fue 1:5. Se muestran en % y Qcm? los valores
promedio del total de determinaciones para cada caso +- error estandar.

células MDCK incubadas en TYI con el inhibidor, el analisis realizado a diferentes
tiempos, indicd que la actividad de CP en estas células al cabo de 3 horas era la
misma a la de células MDCK incubadas en TYI solo. La diferencia entre los
valores de estos dos grupos control no es estadisticamente significativa, ambos
constituyeron los valores control de la RET de las monocapas. El grupo C se
refiere al efecto producido por trofozoitos normales sobre esas monocapas, Yy
como ya lo esperabamos, la resistencia disminuye hasta el 4% del valor control. El
grupo D corresponde a las monocapas de MDCK incubadas durante 30 minutos
con las amibas cultivadas en presencia de E-64, en este grupo el inhibidor no
estuvo presente en el medio durante la coincubacién, la RET de la monocapa
disminuy6 hasta el 32% del valor original. La diferencia entre el efecto producido
por las amibas normales y el producido por las amibas con actividad CP
totalmente inhibida, es estadisticamente significativa. El ultimo grupo experimental,
el E, esta representado por las monocapas coincubadas durante 30 minutos con
amibas totalmente inhibidas, en presencia de E-64 en el medio de coincubacion, la
RET de estas monocapas disminuyd hasta un valor de 59 Qcm?, que constituye el
47% del valor original de la monocapa. Al comparar los valores de los grupos D y

E, resultdé que la diferencia es estadisticamente significativa, con una P= 0.042,
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sabemos que la actividad de CP de las células MDCK no disminuye tras su
incubacion durante 3 horas con E-64 (como se menciond en la monocapa control),
por otra parte, sabemos que la actividad de CP en las amibas inhibidas comienza
a recuperarse alrededor de 12 horas después de retirar el inhibidor del medio de
cultivo (58), de manera que no tenemos una explicacion que justifique la diferencia
entre el grupo D y E, que, por otra parte, es por muy poco, estadisticamente
significativa.
Al principio de esta tesis se llevaron a cabo una serie de experimentos en los que
se determind el dafio producido por amibas pretratadas con diferentes inhibidores
sobre monocapas MDCK; entre los inhibidores que se utilizaron se encontraba el
E-64, utilizado como un inhibidor irreversible de proteasas de cisteina; en aquéllos
experimentos las amibas se incubaron con el inhibidor durante una hora antes de
su coincubacién con las monocapas y éste estuvo presente en el medio durante
los 30 minutos de coincubacién, de manera que las amibas estuvieron expuestas
al inhibidor durante hora y media; es probable que el tiempo de incubacion con el
inhibidor no haya sido el suficiente para asegurar su completo acceso al interior de
las amibas, y por ello, la actividad enzimatica determinada mediante zimografia en
geles de gelatina no siempre mostré el mismo grado de inhibicién (entre 50-90%).
Al respecto, se ha referido que el E-64 no permea al interior de las células durante
periodos cortos de exposicion in vitro (1 hr), después de periodos mas
prolongados muy posiblemente el inhibidor entra a las células por pinocitosis
(137).
Solo al cultivar axénicamente las amibas HM1:IMSS en presencia de E-64
logramos inhibir por completo su actividad de CP, lo anterior nos lleva a replantear
nuestra conclusion del papel que desempefian dichas enzimas en la caida de la
RET:
La disminucion de la RET de una monocapa de células MDCK al ser
coincubada con amibas de la cepa HM1:IMSS es atribuible en parte
(aproximadamente en un 30%) a las proteasas de cisteina de la amiba,
aunque el papel que desemperfian en esta lesion dichas enzimas

amibianas no es primordial, como lo es la lectina Gal/NAcGal
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Abstract We examined the molecular mechanisms of
the cytotoxicity of Entamoeba histolytica, using the loss
of transepithelial electrical resistance (TER) of mono-
layers of Madin-Darby canine-kidney (MDCK) cells on
their incubation with axenic trophozoites of the HM1-
IMSS strain. Such loss of TER occurs very early (in
2-5 min) and is caused by the opening of tight junctions
and the detachment of cells. We used specific inhibitors
for three of the four molecules currently accepted as
being responsible for cytotoxicity: galactose-specific
adhesin(s), phospholipase A, and cysteine proteinases.
We also used inhibitors of calcium channels. Axenic
trophozoites of E. histolytica strain HM1-IMSS were
preincubated with the different inhibitors for 1 h prior to
their coincubation with MDCK-cell monolayers. The
only inhibitor that effectively blocked the loss of TER
caused by the parasite was galactose. We suggest that in
this experimental model, galactose-specific adhesin(s)
are essential for amebic cytotoxicity.

Introduction

The molecular mechanisms of virulence of pathogenic
Entamoeba histolytica remain poorly understood
(Ackers 1996). In studies using a wide variety of in vitro
and in vivo experimental models, at least five different
types of molecules have been suggested to be responsible
for the various types of cell and tissue damage caused by
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pathogenic amebas, including (1) adhesins (McCoy et al.
1994; Petri et al. 1987; Rodriguez et al. 1989; Rosales-
Encina et al. 1987), (2) amebapores (Leippe 1997;
Leippe and Miiller-Eberhard 1994; Leippe et al. 1991,
1994), (3) phospholipase A (Long-Krug et al. 1985;
Ravdin et al. 1985; Vargas-Villarreal et al. 1995), (4)
collagenase (Muiioz et al. 1982, 1984), and (5) cysteine
proteinases (Becker et al. 1988; Keene et al. 1990;
Montfort et al. 1993; Reed et al. 1989). In addition, it
has been claimed that in early experimental amebic liver
abscesses (Tsutsumi and Martinez-Palomo 1988; Tsut-
sumi et al. 1984) as well as in early experimental amebic
intestinal lesions in hamsters and guinea pigs (Martinez-
Palomo et al. 1989), polymorphonuclear leukocytes that
come into contact with trophozoites die and disinte-
grate, releasing lysosomal enzymes that contribute to
tissue damage. However, more recent evidence obtained
in mice made leukopenic with monoclonal antibody
RB6-8C5 (Rivero-Nava et al. 1997; Velazquez et al.
1997) suggests that trophozoites are quite capable of
producing lesions in the absence of inflammatory cells.
Of course, tissue damage caused in vivo by virulent
amebic trophozoites involves the disruption and degra-
dation of many different cellular and intercellular
structures (Pérez-Tamayo 1986), which probably
requires the simultaneous or consecutive action of sev-
eral, or even many different, amebic molecules.

In this paper we report on an attempt to examine the
role of four of the five molecular mechanisms of virulence
currently considered for E. histolytica. We e:_tcluded
collagenase from this study because in our experimental
model there is no extracellular component. We used the
earliest cellular lesion quantitatively descnbedm vitro,
namely, the decrease occurring in 't.he transepithelial
electrical resistance (TER) of epithelial t_:ell nmnola}*ers
when they come into contact with axenic trophozoites.
This lesion is reported to be detectable just 2 min after
coincubation (Martinez-Palomo et al. 1985). Our results
indicate that in this experimental model the@femﬁmﬂe
responsible for the initiation of the cytotoxic effect of
E. histolytica is the galactose-specific adhest
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Materials and methods

Axenic cultures of Entamoeba histolytica

Trophozoites of E. histolytica strain HM1-IMSS were axenically
cultured in TYI-S-33 medium (Diamond et al. 1978) at 37 °C in the
absence of CO, for 72 h prior to harvesting. For the maintenance
of a high degree of virulence, 25 x 10* amebic trophozoites were
injected intraportally into anesthetized hamsters every 2 weeks;
after 7 days the animals were euthanized and amebas were recov-
ered in culture from the liver abscesses.

Monolayers of Madin-Darby canine-kidney cells

Starter cultures of Madin-Darby canine-kidney (MDCK) cells were
purchased from In Vitro, S.A., México (catalog number LC-12) and
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco
BRL, catalog number 31600-034) supplemented with 10% fetal bo-
vine serum (Gibco BRL, catalog number 26140-079), penicillin at
100 U/ml, and streptomycin at 100 pg/ml (Microlab, catalog num-
ber MC-110). Monolayers were formed by plating of cells at high
densities (5 x 10 cells/cm?) on previously sterilized 45-pum Millipore
filters (catalog number HAW PO1300; Cereijido et al. 1978, 1980).

Measurement of TER

Damage to the MDCK-cell monolayers was assessed by the mea-
surement of changes in TER at various times after the addition of
amebic trophozoites (usually at a 5:1 cell:ameba ratio) on an Us-
sing chamber. Each monolayer grown on a filter was mounted
between two Lucite chambers filled with DMEM, and the voltage
deflection produced by the passage of 20 pA/cm?® was detected by
Ag/AgCl electrodes connected to a Keithley 6000 electrometer and
was used to calculate TER values. The contributions of the empty
filter, solutions, and electrodes were subtracted (Cereijido et al.
1978, 1980; Gonzalez-Mariscal et al. 1985). Prior to its coincuba-
tion with amebic trophozoites, the cell monolayer’'s DMEM was
replaced with TYI-S-33 medium. As preliminary observations
confirmed that significant changes in TER became apparent quite
early after the addition of amebic trophozoites to the MDCK
monolayer, the cutoff time was set at 30 min.

Inhibitors of virulence molecules

After standardization of the cell-damage assay, preliminary ex-
periments suggested the convenience of preincubation of the
amebic trophozoites for 1 h with inhibitors of three of the four
virulence molecules mentioned above and of Ca®?' channels
(Table 1) before the initiation of their coincubation with the
MDCK monolayers. In some cases the general conditions of co-
incubation were slightly modified to suit the solubility requirements
of the inhibitor used. Trypan blue exclusion of amebas after
preincubation with the inhibitors and prior coincubation with
MDCK monolayers revealed >95% viability. Controls were run in

Table 1 Virulence factors and inhibitors studied

Virulence factor Inhibitor

a-2-Macroglobulin (3.0 mg/ml)
E-64 (107* M)

Rosenthal (107 M)

Verapamil (107* M)
Bepridil (107° M)

Galactose (180 mM)

Cysteine proteinase(s)

Phospholipase A

Calcium channels

Galactose-specific
adhesin(s)
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the absence of amebic trophozoites for establishment of the basal
level of TER for each set of experiments. Controls of the osmol-
arity of the medium containing galactose were run using glucose,
lactose, and mannose. The ability of the culture medium supple-
mented with E-64 or Rosenthal reagent to inhibit cysteine protease
and phospholipase activity, respectively, was also tested in vitro.
A minimum of six separate MDCK monolayers were run for each
experiment. Results were expressed as the average percentage of
decrease from the basal TER level plus the standard deviation.
Student’s ¢-test was used for statistical analysis of the results, with
significance being fixed at P < 0.05.

Staining of the MDCK monolayers

Experiments identical to those described above were also per-
formed using MDCK monolayers grown on previously sterilized
glass coverslips (Superior, W.G. number 1, 18 mm). At 5 min be-
fore completion of the coincubation period the cell monolayers
were placed on ice for the removal of amebas, fixed in 3.7%
formaldehyde (pH 7.4) for 18 h, and stained with 0.4% silver ni-
trate for 1 min (McManus and Mowry 1960). The coverslips were
counterstained with hematoxylin and mounted in synthetic resin
for light microscopy.

Results

Figure 1 summarizes the general results of the TER
measurements. Under the conditions standardized for
our experiments the TER value was usually >10% of the
control level at 30 min after coincubation of MDCK
monolayers with axenic trophozoites of Entamoeba
histolytica. Of the various virulence-factor inhibitors
used, the only one that completely blocked the ameba-
induced loss of TER in MDCK-cell monolayers was ga-
lactose. The mixture of all inhibitors except galactose also
failed to block significantly the loss of TER. Figure 2
shows that the inhibitory effect of galactose is dose-de-
pendent and that for a constant number of amebic tro-
phozoites there is a saturation point. Controls of the
effect of osmolarity with glucose and mannose were
negative, whereas lactose also inhibited the drop in TER
to the same (or an even lower) level as did galactose (data
not shown).

Figure 3 illustrates the light-microscopy features of
the MDCK monolayers. The control monolayer shows
irregular epithelial cells tightly joined to each other, with
no space being visible between them. After coincubation
for 30 min with amebic trophozoites there were either
small clefts or larger gaps or holes separating them
(depending on the MDCK-cell:ameba ratio), usually in
the close vicinity of amebas. Figure 3 also illustrates that
in the presence of galactose plus amebic trophozoites the
MDCK monolayer is indistinguishable from the control,
not only in the complete lack of intercellular separations
but also in the absence of amebas, which fail to adhere
to the monolayer.

Discussion

In a classic study, Martinez-Palomo et al. (1985) intro-
duced the loss of TER in MDCK monolayers induced
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Fig. 1 Effect of inhibitors on TER decreases produced by Entamoeba
histolytica. The TER value recorded for MDCK monolayers
incubated for 30 min with TYI medium + inhibitor (4) was
considered the 100% control value for each set of experiments. White
bars represent monolayers incubated with E. histolytica strain HM1-
IMSS for 30 min, and black bars represent monolayers incubated with
E. histolytica strain HMI-IMSS pretreated for 1h with a-2-
macroglobulin at 3.0 mg/ml (B), E-64 at 107* M (C), Rosenthal
inhibitor at 107> M (D), verapamil at 10~* M (E), bepridil at 107> M
(F), galactose at 180 mM (G), and all inhibitors except galactose (H)

Fig. 2 Effect of different galactose concentrations on the TER of
MDCK-cell monolayers incubated for 30 min with E. histolytica
strain HM1-IMSS pretreated for 1 h with different concentrations of
galactose. The ameba:cell ratio was 1:5. Each point represents the
mean value recorded for at least seven monolayers

100

TER (%)
2

il

by coincubation with axenic trophozoites of virulent
Entamoeba histolytica as a useful tool for study of the
cytolytic mechanisms of the parasite. The technique has
three distinct advantages over many others that have
been used for the same purpose: it is quantitative, it
explores the earliest detectable cytotoxic effect of
pathogenic amebas (2 min), and it is reasonably inex-
pensive. Although the technique has not been used as
widely as it deserves, Li et al. (1994) recently reported on
a careful study with polarized human intestinal Caco-2
cell monolayers, in which they showed that a decrease in
the temperature to 4 °C or the addition of cytochalasin
D inhibited the decrease in TER caused by coincubation
with amebic trophozoites, but in contrast to our find-
ings, lactose failed to affect the same decrease in TER.
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Fig. 3A-D Microscopic aspect of MDCK-cell monolayers after
30 min of incubation with A TYI medium, B TYI medium
plus amebic trophozoites (cell:ameba ratio 10:1), C TY1 medium plus
amebic trophozoites (cell:lameba ratio 5:1), and D TYI medium
plus amebic trophozoites preincubated for 1 h with galactose. x400.
Bar 160 n

Such an observation, which is also at variance with
results obtained in other in vitro models of amebic cy-
totoxicity (Ravdin and Guerrant 1981; Saffer and Petri
1991), suggests that the phenomenon may be due to
different mechanisms, probably depending on the type
of epithelial cells used to create monolayers. The
technique has also served to characterize further the
many differences between E. histolytica and E. dispar
(Espinosa-Cantellano et al. 1998 ). For study of the
pathogenesis of cell and tissue damage in amebiasis the
technigue also has some limitations: it is an in vitro
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technique and thus deals primarily with the potential
mechanisms of disease instead of the actual processes
that underlie such pathology in real life. It serves to
explore the very earliest episode of amebic cytotoxicity,
but it has little to say about the further myriad phe-
nomena that represent the human disease.

It is well established that adhesion is a required step
for many in vitro tests of amebic virulence (Ravdin and
Guerrant 1981; Ravdin et al. 1988). Several different
adhesins have been described (Arroyo and Orozco
1987; Meza et al. 1987; Stanley et al. 1992), although
the galactose-inhibitable lectin seems to account not
only for almost all binding but also for some cyto-
toxicity, perhaps not as directly lethal cytotoxicity but
as a mediator of some signal that activates a specific
killing mechanism (Saffer and Petri 1991). In our ex-
periments, galactose inhibition of amebic adhesion also
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blocked cytotoxicity, whereas inhibitors of the other
molecules associated with amebic virulence, either sin-
gly or combined, had no effect on the drop in TER
induced by E. histolytica.

Amebic cytotoxicity may be a multifactorial effect,
and adhesion of amebas to the target cell may be nec-
essary for the participation of all the other molecules
involved in cell damage, but, then, at least some degree
of inhibition of the decrease in TER should have been
observed in our experiments when adhesion was allowed
to occur between MDCK-cell monolayers and amebas
that had previously been treated with the various in-
hibitors other than galactose. We have not directly ruled
out the possible role of the amebapore in this phenom-
enon, but the absence of effect in the presence of all
inhibitors except galactose (or lactose) suggests that the
amebapore is not involved.

Microscopic examination of the MDCK monolayers
after their coincubation with axenic trophozoites of
E. histolytica for 30 min confirmed the observations
made years ago by Martinez Palomo et al. (1985) using
time-lapse microcinephotography and transmission and
scanning electron microscopy. There is a satisfactory
correlation between the measurement of TER and the
physical status of the MDCK-cell monolayer; high TER
readings are characteristic of uninterrupted epithelial
sheets, whereas the loss of TER is always accompanied
by the presence of discontinuities in the cell monolayer.
In the neighborhood of amebas there are usually focal
separations between the epithelial cells that may range in
size from narrow clefts between two cells to wide, ir-
regular spaces involving the loss of several cells. There
was a clear correlation between the ameba:cell ratio and
the severity of the damage to the cell monolayer; with
higher numbers of trophozoites, the number and size of
the empty spaces observed in the epithelial monolayer
increased. When amebas were preincubated with galac-
tose and then added to the MDCK-cell monolayers
there was no loss in TER and the epithelial sheet
remained microscopically intact.

Thus, of the many factors that have been implicated in
the early in vitro cytotoxic effect of E. histolytica, such as
motility, phagocytosis, “toxins,”” amebapores, phospho-
lipases, and cysteine proteinases, it appears that the
galactose-inhibitable lectin, which is responsible for the
adhesion of the parasite to the target cell, is the more
important element.
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