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RESUMEN

El objetivo general de esta tesis fue estudiar la
relacidén que existe entre la virulencia de los trofozoitos

de Entamoeba histolytica y la adhesidén, la fagocitosis, y la

interaccidén de &stos con bacterias.

Con el objeto de obtener pruebas directas acerca de la
relacién entre la adhesidn especifica y 1la fagocitosis
amibiana con la virulencia de los trofozoitos, se obtuvieron
clonas de E. histolytica deficientes en adhesién a
eritrocitos humanos. Para tal fin, los trofozoitos de
E. histolytica de la cepa NUM1:IMSS se incubaron a 4°C con
eritrocitos humanos durante 10 min y se pasaron a través de
gradientes de ficoll para seleccionar los trofozcitos de
menor densidad, los cuales correspondieron a aquellos que
no adhirieron eritrocitos. Posteriormente, sec obtuvieron
clonas en agar semisélido para caracterizar sus propiedades
de virulencia, fagocitosis, adhesidén, efecto citopdtico vy
citotdxico sobre células epiteliales cn cultivo. El 20 % de
las clonas aisladas al azar, adhiricron menos del 50 % do
eritrocitos humanos que la cepa silvestre. listas clon#s B
caracterizaron en su eficiencia de adhesién a diferentes
tipos dé células, en su velocidad de fagocitosis tanto de
eritrocitos humanos como de esferas de litex, en la actividad
de lectina de sus extractos y en su virulencia medida
Min vivo". Las clonas obtenidas por ser deficientes en

adhesién a eritrocitos humanos, mostraron deficiencia: en



adhesién a células epiteliales, en fagocitosis, en su
actividad de lectina y en virulencia, en comparacidn con la
cepa silvestre (HM1:IMSS). Sin embargo, su velocidad para
fagocitar esferas de ldtex fue semejante a la de la cepa
silvestre o HM1:IMSS. Los resultados indican que la
adhesién de E. histolytica a eritrocitos humanos es un
evento especifico mediado aparentemente por alguna lectina
amibiana y que la deficiencia en adhesién a eritrocitos
humanos correlaciona con la deficiencia en fagocitosis.
Adcmds, cstos resultados también sugiercen la presencia de
receptores similares en los trofozoitos con afinidad por
critrocitos humanos y por células epiteliales de la linea

MDCK, que participan en la adhesidn amibiana.

El efecto de 1las bacterias Escherichia coli sobre

diversas actividades bioldgicas de varias cepas de
L. histolytica con diferente fenotipo de virulencia se
estudié también en este trabajo. La incubacidn previa por
tiempos cortos, aumentd notablemente la virulencia de
aquellos, medida por inoculacidn intraportal de los
trofozoitos c¢n hdmsteres jovenes, la eritrofagocitosis, ol
efecto citopdtico y la actividad de toxina de los extractos
amibianos, pero no la eficiencia de la adhesidn. Para
estudiar la especificidad de esta activacién de las
propiedades de virulencia amibiana por cierto tipo de
bacterias, se probaron otro tipo de células blanco, como
posible activador de ia virulencia. La incubacidn previa de

los trofozoitos con eritrocitos humanos,no aumentd ¢l efecto



citopdtico ni el citotdéxico. Por lo tanto, 1la activacién
de las propiedades de virulencia de los trofozoitos, fue
especiflica de las bacterias probadas, ya quc el contacto
previo de los troforoitos con los eritrocitos humanos, no

produjo activacidén alguna.

Los resultados obtenidos, mostraron que el contacto
especifico entre 1las bacterias y 1los trofozoitos, es
importante para producir el efecto de activacidn de la
virulencia en las amibas y de varias propiedades bioldgicas
relacionadas con ellas, tanto en los trofozoitos virulentos,

como avirulentos y de virulencia atenuada.



INTRODUCCION

La amibiasis humana es una enfermedad infecciosa

endémica, causada por el pardsito Entamoeba histolytica.

Este padecimiento puede o no tener manifestaciones clinicas

{(W. H. 0.; 1969).

Importancia y frecuencia de E. histolytica.

La amibiasis intestinal es un padecimiento que so
presenta como una infoeccidn asintomdtica del colon, o bicen
como disenteria amibiana aguda, la cual se caracteriza por
intensa diarrea. Los trofozoitos de E. histolytica pueden
permanecer en el intestino como comensales sin producir dafio
aparente, pero por razones desconocidas ocasionalmente
invaden el revestimiento del intestino grueso de sus
huéspedes ingiriendo células epiteliales y dafiando el tejido
probablemente mediantce la produccidn de enzimas protecoliticas.
n el interior «de  la pared intestinal, alqunos de los
trofozoitos pueden pasar al sistema circulatorio y sor
capaces de invadir practicamente cualquicr cpitelio. Las
formas mds comunes de la amibiasis invasora son la intestinal
y 1la hepdtica, pero también se han reportado casos de
amibiasis pulmonar (Wu y col., 1968), cutdnea (Brandt vy
Pérez-Tamayo, 1956), en S6rganos genitales (Garcia Sainz vy

col., 1971), en bhazo y en rifién (Biagi, 1973), etc.

E. histolytica es ol pardsito responsable dee una

enfermedad grave, capax do matar al onlermo que Ta sulre on



un periodo relativamente brove. También éuede causar un
padecimiento crénico que inutiliza a individuos productivos
por poriodos prolongados,  con la consccuante repercusion
ccondmica {(Brandt y Pérez-tamayo, 1470). Por otro  lado,
1. histolytica ticne amplia distribucidn geogrifica, ya que
la enfermocdad que produce sc presenta practicamente en todo
¢l mundo, ocurriendo mas frecuentemente eon  las  zonas
tropicales y subtropicales. La incidencia de la  infeccidn
es un problema adn mayor cn regiones donde ltas  condiciones
sanitarias de salud son inadecuadas. Junto con la pobreza,
la ignorancia y el hacinamiento, la presencia de cepas
altamente virulentas, se combina con estos factores, para
mantener una alta incidencia de amibiasis intestinal en
nifjios y de absccsos hepdticos en adultes, generalmente

homhres (Martinez~t*alomo, 1982},

Numéricamente, sc ha calculado que 400 millones de
personas c¢n el mundo albhergan este pardsito, De ellas, el

8§0% carece de sintomas agudos {Cheng, 1978).

En registros del Hospital General de México de la 8S5A,
en 1968 se nota que la amibiasis ocupa el cuarto lugar como
causa de muerte, (Riadura y Lépez, 1968). En un estudio de
mortalidad urbana por amibiasis, en los afios de 1962 a 1964
en 10 ciudades de Hispanoamérica se encontrd que, de 100
muertes por amibiasis, 33 ocurrieron en la ciudad de México,

{(Brandt, . y Pdérez-Tamayo, 1970).



Clasificacidén Taxondmica:

.

lLLos miembros del orden Amoebida son exclusivamente

pardsitos. El género Entamoeba incluye numerosas especies

que parasitan a vertebrados ¢ invertebrados. La especie

mejor conocida que parasita al hombre, es L. histolytica vy

ecs ¢l agente causal de la disenterfia amibiana.

La clasificacidn taxondmica del pardasito, de acucerdo al

comité de Sistemdtica y kEvolucidén de la Sociedad de

Protozodlogos, 1982, es la siguiente:

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina

Superclase Rhizopoda

Clasc Lobosea
Subclase Gymnamoebia
Orden Amoebida
Suborden Tubulina
Género Entamoeba
Especie E. histolytica

Ciclo de vida.

El ciclo de vida de E. histolytica se encuentra resumido
en el esquema siguiente, éste presenta dos fases, una
trofozoitica y otra quistica. Principia con el quiste, que
es la forma infectiva, éste se adquierc al ingerir agqua o
alimentos contaminados, que¢ al pasar por ol estdmago y,
debido a cambios en el pH y a ol ros faclores

prdcticamente desconocidos, inician ol desenquistamiento,
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Después de la ruptura de la pared quistica, emerge un
organismo tetranucleado que pasa por diferentes estadios
metaquisticos, en los cuales el nicleo se divide para dar
lugar a 8 niclecos. Posteriormente sc presenta una division
citopldsmica, que da origen a 8 trolozoitos (Martinez-Palomo,
1982). Fl trofozoito uninuclecado sc adhicrc a la mucosa
intestinal y puede producir ulceracidn, provocando diarrea.
Algunos trofeczoitos son expulsados del tracto digestivo o
pueden atravesar la pared intestinal e invadir los tejidos
multiplicédndose y produciendo dafio, por lo que al trofozoito
se le conoce como la forma invasiva. Los trofozoitos se
dividen una o varias veces y después enguistan en el mismo
huésped. Se¢ cree que los quistes no pucden descnquistar en
el mismo huédsped, sino que ticnen que ser expulsados con las

heces para empezar un nucvo ciclo (Martincz-Palomo, 1982).
a) Trofozoito.

El trofozoito es la forma mévil, mide de 7 a 40 p de
didmetro, es una célula dindmica y pleomdérfica. Su forma es
variable, generalmente elongada con formacién de lobopodos
que son proyecciones temporales de la superficie que
participan en la locomocidn y en la alimentacidn. Presenta
una regién uroide que sc encucntra en el extremo posterior
y parece ser la regidn de mayor adhesividad. La forma vy
movilidad del trofozoito, son extremadamente sensibles
a cambios del medio, como la temperatura, las variaciones en
el pH, la osmolaridad y el potencial redox, entre otros,

(Martinez-Palomo, 1982}.



El citoplasma del trofozoito estd bien diferenciado en
ectoplasma hialino y endoplasma granuloso. El ectoplasma
aparece como una regién de material fibrogranular de menor
densidad electrénica que cl endoplasma. Este dltimo contienc
un sistema vacuolar formado por una poblacidén heterogénea de
vesiculas y vacuolas. El trofozoito carece de algunos de
los organelos tipicos de células eucariontes como son las
mitocondrias, el aparato de Golgi, el reticulo endopldsmico
rugoso y los peroxisomas. El trofozoito presenta de 1 a 2
nicleos con cromatina periférica vy nucleolo central
{Martinez~-Palomo, 1982). Los trofozoitos tradicionalmente
se han considerado como anacrobhios por la carcencia de
mitocondrias, citocromos y ciclo tricarboxilico Euncional.
Sin embargo, se ha demostrado que son capaces de consumir
oxigeno, (Weinbach y c¢ol., 1978). También se ha descrito en
los trofozoitos de E. histolytica la existencia de reticulo
membranoso compuesto de finos tiubulos, el cual se ha
interpretado como la contraparte del reticulo endopldsmico

tipice (Ludvik y Shipstone, 1970).

b) Quiste.

El quiste es una estructura redonda u oval, que mide 12
pMm de didmetro y que contiene de 1 a 4 ndcleos, dependicndo
del estadio de madurez en gue se encuentre, los nicleos son
semejantes al nicleo del trofozoito (Smith y col., 1979).
El nicleo estd recubierto por una pared de 0.5 pm de espesor

que consiste de una malla fibrilar compacta. También se ha
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ohsérvado c¢h &) wuna vacuola de glucdgeno, aungue en los
cstadios iniciales del enquistamiento son abundantes los
agregados de glucégeno, (Chdvez y col., 1978). El quiste
presenta un endosoma pequefio central o excéntrico, ademds,
se localizan en él, cuerpos cromatoides de formas variadas,
en los que se observa cromatina periférica, (Brandt y
Pérez~Tamayo, 1970). El gquiste es resistente a las
condiciones adversas del medio y puede vivir fuera del

huésped por semanas o meses {Noble y Noble, 1976).

Patogenicidad de E. histolytica.

La patogenicidad se define como la capacidad de los
microorganismos para causar dafio,mientras que la virulencia
es un grado de la patogenicidad que se refiere a la mayor o
menor capacidad del microorganismo para producir la
cnfermedad. Debido a que FE. histolytica es una especie
patégena, es importante conocer cuales son los factores que
participan para gque 1és cepas amibianas presenten mayor o
menor grado de virulencia y cuales son los factores que
intervienen para que los trofozoitos sean capaces de invadir
tejidos. Se han plantcado diferentes hipdtesis que intentan
explicar la mayor o menor capacidad invasiva del parasito y
el por qué csta caracteristica cstd restringida a cepas
amibianas de ciertas regiones geogrdficas. Entre estas

hipdtesis, las tres mds importantes son:



a) Unicista.

La teoria unicista propuesta por Dobell desde 1919,
establece que E. histolytica es una especie pardsita la cual
siempre es capaz de producir ulceraciones intestinales. Esto
implica que la enfermedad se produce cuando el hospedero es
infectado con trofozoitos altamente virulentos o cuando se
infecta con trofozoitos poco virulentos, pero el hospedero

tiene deficiencias en su resistencia a la infeccidn.
b) Dualista.

Esta teoria propuesta por Brumpt en 1949, propone que
E. histolytica estd formada realmente por 2  especies

diferentes de amibas,una patdgena llamada Entamoeba dysenteriae

y la otra no patégena llamada Entamoeba dispar. Sin embargo,

todas las cepas de E. histolytica son morfoldgica,bioquimica
e inmunoldégicamente similares y no existen datos suficientes

para clasificar a las diferentes cepas en especies diferentes.
c) Pluralista.

La teoria pluralista establece que E. histolytica esté
compuesta de cepas de diferente virulencia. Segun esta
hipétesis, algunos trofozoitos actdan como comensales en el
lumen del intestino, sin causar dafio aparente. Existen otros
trofozoitos que s6lo bajo ciertas circunstancias pueden
causar invasidén de tejidos, como es el caso del absceso

hepdtico. Algunos mds, son incapaces de causar dafio tisular.



Todas estas teorias ticnen contradicciones. En el caso
de la unicista, los experimentos de Orqzco y col., (1983),
la contradicen, al encontrar que algunas clonas amibianas
aisladas de cepas de E. histolytica altamente virulentas
fueron incapaces de producir abscesos en animales de
cxperimentacidn aln cuando se inoculd un nimero tan alto

como 3 X 106

trofozoitos por animal. La tcoria dualista
tiene la contradiccién de que todas las cepas de
I, histolytica aisladas hasta la fecha, son similares y no
se han encontrado marcadores apropiados para distinguirlas
y que permitan diferenciar las espécies. En la teoria
pluralista se reconoce ampliamente la existencia de cepas de
E. histolytica con diferencias en la virulencia, pero no hay

suficientes evidencias para clasificarlas en cospecies

difercntes. Esta tcoria es la mds aceptada actualmentec.

Mecanismo de agresidon de E. histolytica.

El mecanismo de agresidn de la amiba, es prdcticamente
desconocido. Sin embargo, existen varias hipbtesis para
explicarlo. Se han propuesto al menos dos formas por medio
de las cuales la amiba lleve a cabo su mecanismo de agresidn:
a) A distancia por medio de la libheracidn de sustancias

téxicas difusibles (Cheves y col., 1472) vy

b) Por contacto.

Algunos autores como Griffin y Juniper (1972), Takeuchi

y Phillips (1975), consideran que el mecanismo de agresidn
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de la amiba, sc 1lleva a cabo por medio de liberacidn de
sustancias ‘liticas que actlan no sdlo sobre las células
cpiteliales, sino también sobre los leucocitos. UBstos a su
vez, liberan enzimas hidroliticas que ayudan a preducir el

dafio celular.

Otros autores han reportado actividad fibrinolitica
{Chevez vy col., 1971), de fosfatasa 4cida y alcalina (Lee y
col., 1971) y actividad de colagenasa (Mufioz y col., 1980},

en ccpas patdgenas de I, histolytica. Sin embargo, no

existen evidencias claras que demuestren que estas actividades

enzimdticas estdn involucradas en la patogenicidad de

E. histolytica.,

La mayoria de los autores coinciden en que el dafio que
produce el trofozoito a la célula blanco, es dependiente de
contacto. BEaton y col., (1969, 1970), describieron wun
"lisosoma activo de superficie" el cual actuaria, segin
ellos, en el momento del contacto entre el trofozoito y 1la
célula blanco. Sin embargo, Deas y Miller (1977) y Orozco
(1978) no encontraron este lisosoma, sino vacuolas cerca de
la membrana plasmdtica, en las =zonas dc¢ contacto con la
célula blanco. Xnight y col., (1975), concluyeron que el
efecto citopdtico de la amiba es dependiente del contacto
entre la amiba y las superficies celulares, Jarumilinta vy
Kradolfer (1964), Artigas y col.,(1966) y Ravdin y Guerrant
(1980) observaron desgranulacién y lisis de leucocitos sélo

al entrar en contacto con los trofozoitos de E. histolytica,
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Los - estudios wultraestructurales de Orozco (1978) y
cinematograficos de Cervantes (1980) sobre la citopatogenicidad
de E. histolytica sobre hepatocitos de rata adulta en cultivo
y células epiteliales de la linca MDCK, sugirieron que cl
mecanismo de agresidn de la amiba se lleva a cabo en  tres
etapas sucesivas dque son:

a) La adhesidén, en la que las membranas plasmdticas del
trofozoito y de la célula bl;nco entran en contacto,
este evento parece ser el primero en el efecto
citopéatico.

b) El dafic celular, en que las células que estdn en
contacto con el trofozoito, se redondean, se desprenden
del sustrato y aparecen ampollas en la membrana
plasmdtica, indicando pdrdida de continuidad de la
membrana y

c) La fagocitosis que se produce después del dafio celular,
ya que todas las células que las amibas fagocitaron,

aparecieron con dafio incipiente o generalizado.

Fdctores que participan en el establecimiento de la

infeccidén por E. histolytica,

La wvirulencia de L. histolytica s un [endmeno
multifactorial que depende de  la  combinacidn de ovarias
factores como son:

a) Propios del pardsito.
b) Del medio ambiente, y

c) Del huésped.
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a). Factores del pardsito.

Bstos sc refieren a caracteres morfoldgicos,bioquimicos
y fisiolégicos de las amibas, son los  aspectos mas
estudiados. Existen cepas amibianas con diferente
virulencia, la cual heredan a sus descendientes. Esta
caracteristica es estable en las cepas en cultivo (Orozco,

1981).
b) Factores del medio.

La virulencia de las cepas patdgenas de E. histolytica
puede variar con las siguientes condiciones de cultivo:

1) La asociacidn con determinadas bacterias aumentan su
virulencia (Wittner y Rosembaum, 1970, Phillips y col.,
1972, Bos y Hage, 1975).

2) El ndmero de subcultivos hace que algunas cepas
amibianas pierdan su virulencia y al axenizarlas
tgmbién se disminuye é&sta (Diamond y col., 1974;
Gharidian y Meerovitch, 1979).

3) Los tfofozoitos de B. histolytica aumentan su virulencia
al ser inoculados en animales y luego recultivados
(Lushbaugh y col., 1978).

4) La adicidén de colesterol al medio de cultivo incrementa

la virulencia (Meerovith y Gharidian, 1978).
c) Factores del huésped.

Estos factores son los menos cstudiados. Brandt v porez-

Tamayo (1970), indican que estos pueden sor:
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1) Genéticos: Son los que determinan que algunos individuos
sean mds susceptibles que otros.

2) Nutricionales: Las dictas bajas en proteinas y altas en
carbohidratos y colesterol, favorecen la infecciédn
amibiana.

3) Hormonales: Los niveles altos de prostaglandinas,
favorecen la infeccidn por amibas (Das y col., 1979).

4) Stress: También se ha reportado como un factor que
hace al individuo mds susceptible a 1la infeccidn

amibiana.

Sin cmbargo,no se han encontrado evidencias suficientes
que proporcionen datos que ayuden a entender como influyen

estos factores en la virulencia amibiana.

Citopatogenicidad de E. histolytica.

Hasta la fecha no se han descrito las moléculas
responsables de la citopatogenicidad de E. histolytica, a
pesar de la gran cantidad de estudios morfoldgicos,bioquimicos
e inmunoldgicos realizados. El conocimiento de la virulencia
amibiana se facilitdé a partir de 1978 dchido a que, por
primera vez, los trofozoitos de . histolytica se¢  lograron
cultivar axénicamente, gracias al establecimiento del medio
TYI-S~-33, kDiamond y col,, 1978). Otro de 1los logros
recientes gue han contribuido al estudio comparativo de cepas
patdégenas y no patdgenas, es el aislamiento y cultivo en el

laboratoric de cepas no patdgenas de E. histolytica. Orozco
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y col. (1983, 1986) obtuvieron trofozoitos deficientes en
virulencia, aislados directamente de cepas virulentas (esta
tesis) o inducidos por medio de mutagénesis quimica
(Rodriguez y Orozce, 1986). Utilizando estas clonas, se ha
logrado establecer la importancia de la fagocitosis y
adhesidén en la virulencia amibiana. Esto estd haciendo
posible definir ademas, la importancia de otros factores
involucrados en la citopatogenicidad del pardsito, como son

el efecto citopdtico y citotéxico (Orozco y col., 1986).

En estudios realizados en diferentes ccpas amibianas se
ha encontrado que ciertas propiedades bioldgicas de los
trofozoltos como el grado de eritrofagocitosis, 1la carga
eléctrica de superficie, la aglutinacién con concanavalina
A y el efecto citopdtico "in vivo", son diferentes en 1las
distintas cepas de E, histolytica (Trissl y col., 1977,1978
y Orozco y col., 1980). Algunas de estas propiedades estan

directamente relacionadas con la virulencia de las cepas

amibianas y se discutirdn postecriormente.

a) Formacidn de colonias en agar semisdlido.

Gillin y Diamond (1978), sugirieron que la eficiercia
para formar colonias en agar semisdlido, correlaciona con
la wvirulencia de las cepas. Orozco y col., (1982a),
encontraron que una clona deficiente en fagocitosis y en
virulencia, presentaba deficioncia para formar colonias on

agar semisdélido. Sin embargo, revertantes on virulencia de



larmisma clona, no recobraron larcapncidad dé crecer én égar
semisélido (Orozco y col., 1983). Suarez (1983) aisld clonas
deficientes en fagocitosis y en virulencia, las cuales fueron
capaces de crecer en agar semisdélido, aunque con menor
eficiencia que la cepa silvestre. Estos resultados fueron
confirmados por Rodriguez (1985). Por tanto, no se puede
afirmar que la eficiencia de formacidén de colonias en agar

semisdlido estdé relacionada con la virulencia.

b) Evasidn de la respuesta inmune.

La capacidad de E. histolytica para evadir la! respuesta
inmune, es otra propiedad relacionada con la virulencia.
Los trofozoitos son capaces de llevar a cabo la eliminacidn
de los anticuerpos anti-amiba por medio de 1la formacidn de
casquete y la posterior eliminacidén de éste, el cual incluye
los complejos antigeno-anticuerpo, liberdndose asi de una de
las formas de ataque del hospedero {(Aust-Kettis y Sundqvist,
1978, Calderdén y col., 1980). La resistencia de los
trofozoitos a la accién litica del complemento, también ha
sido descrita como un factor que ayuda a la sobrevivencia de
los trofozoitos en el hudsped, (Calderdn y Tovar-Gallegos,
1980; Reed y col., 1983). Asi mismo, la resistencia de los
trofozoitos a la accién de los neutrofilos,puede considerarse
como otro medio de evasidn de la respuesta inmune (Tsutsumi

y col., 1984; Ravdin y col., 1985).
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c)_lmpdrtancx

a-de - la 9upor£1cielcclu]ar de E. histolytica.

hos oestudios  de  adhesidn -sugieren que ta superflicic
celular, tanto del huésped como del pardsito jucgan un papel
fundamental en la virulencia, por lo que el estudio de la
superficie de los trofozoitos permitird entender el mecanismo
de agresién de éstos y conocer los factores que determinan la
éxpresién del diferente grado de virulencia de E. histolytica.
El entendimiento de 1las interacciones ligando-receptor,
depende del conocimiento de la cstructura bdsica de la
membrana. Lha fluidez de la membrana-plasmidtica, parcce
asencial para las  interacciones entre  las estructuras
protcinicas como un paso obligado para su funcidn. Las
protcinas pueden tener una distribucidén no ordenada o formar
agregados cn la membrana, ademds pueden sufrir movilizacidn
lateral, la redistribucidn de las moléculas superficiales
puede llevarse a cabo por difusidn lateral pasiva altamente
dependiente de la temperatura y formar agregados en un polo

de la membrana celular.

Algunas dc las propicdades de superficie de los
trofozoitos de kK. histolytica, ostdn rclacionadas con la
virulencia y es obvio que algunas de ellas participan en la
adhesidn,fagocitosis y efecto citopdtico.lLa citopatogenicidad
amibiana estd relacionada con la ausencia de carga repulsiva
en la éupérficie celular, lo cual fue demostrado por Trissl
y col., (1977), al encontrar que las cepas no patdgenas

presentan una carga eléctrica de superficie negativa,
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mientras que las cepas patdgenas tienen una carga cléctrica

de superficie, tan baja, que no sc detecta.

d) Actividades de lectina.

Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de
unirse a carbohidratos. Por medio de esta propiedad aglutinan
a las células y/o precipitan carbohidratos complejos. Se
’descubrieron en plantas, pero ya se han encontrado en muchos

otros seres vivos.

La presencia de lectinas en los trofozoitos de
E. histolytica se propuso recientemente y se ha sugerido que
tienen un papcl c¢n la unidn del pardsito a la célula blanco.
Las actividades de lectina, se encontraron realizando
experimentos de hemaglutinacién de eritrocitos humanos,
(Kobiler y Mirelman, 1980) y de células de ovario de hamster
chino (Ravdin y Guerrant, 1981). Estas actividades se
encontraron asociadas a la fraccidén membranal y una de ellas
es sensible a la inhibicidn por polimeros de
N-acetilglucosamina (Kobiler y Mirelman, 1981). Otra, la
reportada por Ravdin y «col., (1985), as sensible  a
N-acetilgalactosamina. Ademds, se  cncontrd una  relaciin
directa entre el grado de inhibicidn de la adhesidén  por
N-acetil galactosamina y el grado de la virulencia de los
trofozoitos (Ravdiﬁ y col., 1985). Es probable que las
proteinas responsables de esta actividad de lectina, estén
involucradas en los procesos de adhesién de la amiba a la

célula blanco.
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Otra propiedad de superficic relacionada con la
virulencia amibiana, es la capacidad de los trofozoitos para
aglutinar con concanavalina A. lista aglutinacion, sc debe a
la presencia de gluco y manoproteinas en la membrana de la
amiba. Esta propiedad fue descrita en cepas virulentas por
Trissl y col., (1977)., Posteriormente, el estudio de tres
cepas de diferente virulencia, mostréd que las tres cepas
aglutinan iqual con concanavalina A (Orozco, 1981). Por

tanto, no oxiste corrclacién entre cesta propicdad y 1la

virulencia de las cepas.

La mayoria de los datos anteriores, parecen indicar gque
existe una relacion directa entre algunas propiedades de la
superficie, la adhesidén y la virulencia amibiana. Sin embargo,
aunque la adhesidn es un evento necesario para gue se produzca
la infeccidn y posterior invasidn, no es la tnica propiedad

causante de la agresividad amibiana.
e) Adhesidn.

La adherencia de los microorganismos patdgenos a la
superficie de las células de los Organos que invaden, es uno
de los factores necesarios para su virulencia. Mediante este
mecanismo, los gérmenes pueden establecerse, mantenerse,
reproducirse en los tejidos, resistir las defensas normales
del huésped y tener la posibilidad de invadirlos (Jones,1977;

Smith, 1977).

La adherencia dc¢ FE. histolytica, al iqual que la  de
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otros microorganismos patdégenos, s importante en la invasion
tisular. Como ya se menciond anteriormente, la adhesidn del
trofozoito a la célula blanco, es uno de los primeros pasos
en el mecanismo de agresidén de la amiba. Existen estudios

tanto "in vitro" como "in vivo" de este fendmeno,que apoyan

su participacién en 1la virulencia amibiana. Takeuchi
y Phillips (1975), notaron adherencia de amibas al epitelio
colénico antes de la penetracidn al epitelio interglandular,
lo cual fmds tarde fue confirmado por Knight y col., (1975).
Mora~Galindo y col., (1978), Orozco y col.(1982a), Tsutsumi
y col., (1984) y Chadee y Meerovitch (1984, 1985), quienes
demostraron que los trofozoitos se adhieren a las células
inflamatorias, utilizando modelos de estudio "in vivo" como
la produccidén de abscesos hepdticos amibianos en animales e
invasién colénica, la adherencia precedié siempre la invasidn
del colon a la lisis de las células hepdticas. Por lo tanto,
la adhesidn es un evento especialmente importante en el

¥
proceso invasivo de la amiba,tanto "in vivo" como "in vitro"

y precede a la destruccidn celular. Sin embargo, a pesar

de los estudios "in vivo" e "in vitro" realizados hasta la

fecha, los factores moleculares que participan en la
adherencia amibiana al epitelio colénico previo a 1la

invasidén, no se han dilucidado.

Los trofozolitos de E., histolytica se adhieren a
eritrocitos,a bacterias y a células epiteliales como un paso

necesario en el proceso de alimentacidn y probablemente como
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un paso en el mecanismo de agresidn de las cepas patdgenas.
Las amibas parecen tener mayor afinidad para adherir
eritrocitos humanos y de hamster, gque para adherir
eritrocitos de conejo, cuyo y rata, {Olquin, 1984}, vaca o
borreqgo, (Ravdin y Guerrant, 1981), lo que sugiere la
presencia de receptores especificos en la superficie celular,
que median la adhesidn a la celula blanco. Estos dltimos
autores también probaron que E. histolytica se adhiere
a c¢délulas de ovario de hamster chino (CHO) vy que esta
adhesidn es bloqueada por citocalasina, lo que implica la

participacidn de los microfilamentos,

£} Fagocitosis.

Los trofozoitos de E. histolytica ingieren wuna gran
variedad de particulas como granos de almiddn, bacterias,
protozoarios, esferas de latex, gldbulos rojos, etc.,, como
un mecanismo para alimentarse. La fagocitosis también es
una forma de agresidn del pardsito (Lushbaugh y col., 1976;
Chevez y col., 1975). El proceso de la fagocitosis se lleva
a cabo por medioc de 2 mecanismos que parecen ser diferentes:
1) Fagocitosis especifica. Es aquella que se lleva a cabo

por medio de receptores especificos que se cncuentran

sobre la superficie del trofozoito o de la célula blanco.

Como un ejemplo de este tipo de fagocitosis, es la

ingestidn de varias especies de células de mamifero vy

de diversas especies de bacterias. En este mecanismo

especifico la adhesidn a la célula blanco es un evento



importante y fundamental quc debe preceder a la ingestidn
de las particulas. Si la adhesién especifica se bloquea,
la fagocitosis especifica no se lleva a cabo.

2) Fagocitosis no especifica. Es un mecanismo fisico que
estd mediado por fuerzas electrostdticas en el cual no
participan receptores especificos. Como ejemplo de
este tipo de fagocitosis, es la ingestidén de granos de

almiddédn y particulas de latex.

La fagocitosis es una propiedad bioldgica de los

trofozoitos relacionada con la virulencia de las cepas. La !
ingestién de eritrocitos humanos es uno de los criterios que l
se han utilizado tradicionalmente para reconocer a los

trofozoitos de E. histolytica en las lesiones que produce en !
los tejidos del organismo humano y se le ha reclacionado con
la virulencia del microorganismo (Chevez y col., 1974; Trissl
y col., 1978; Orozco y col., 1980). La prueka mds directa de :
que la fagocitosis participa en la virulencia de la amiba,se
obtuvo por medio del aislamiento de trofozoitos avirulentos g

a partir de una clona de E. histolytica virulenta. Estos

trofozoitos corresponden a una cepa también altamente

Ifagocitica que, al volverse avirulentos, perdieron su alta
capacidad de fagocitosis. Al revertir la virulencia, los
trofozoitos también revirticron su capacidad oritrofiqgica,
trofozoitos ahora altamente virulentos fucron eficientes on
fagocitosis (Orozco y col., 1983). Por otra parte, Sudroez
(1983) aisld clonas mutantes en fagocitosis por medio de la

seleccidn con bacterias envenenadas con bromodesoxiuridina.
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De las clonas delicientes cn fagocitosis, algunas también lo
fueron c¢n adhesidn. Ademds,  todas las clonas presentaron
incapacidad para colonizar el higado de hdmster y producir
abscesos hepdticos. Rodriguez (1985), aislé 10 mutantes
amibianas deficientes en fagocitosis, marcadas genéticamente
con resistencia a emetina y encontrd también que todas las
mutantes prescentaron disminucidn en su virulencia. Tres de
ellas, mostraron deficicencia para adherir eritrocitos humanos
(Rodriguez y Orozco, 1986). Estos resultados ponen de
manifiesto gque la fagocitosis es un {endmeno altamente
complejo, en ¢l que participan varios factores. Estas
mutantes y clonas deficientes en fagocitosis, obtenidas
independientemente, serdn de gran utilidad para definir

cudles son estos factores.

La eficiencia de fagocitosis se ve afectada por 1la
temperatura, la virulencia de la cepa,la fase de crecimiento
de los cultivos, la fase del ciclo celular, la acjidez del
medio, la concentracidn de calcio, la presencia de azlcares
en el medio, como son la N-acetilglucosamina vy

N-acetilgalactosamina, entre otros.

g) Efecto citopdtico y citotdxico.

Bl efecto citopatico, definido como la capacidad de los
trofozoitus para destruir monocapas eon cultivo y 1la
"actividad citotdxica", definida como la capacidad de los

cxtractos amibianos libres de células para destruir también
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monocapas cn cultivo, correlacionan también con el grado do
virulencia de las diferentes cepas de E, histolytica. Los
ensayos para medir el efecto citopdtico y citotdxico de la
amiba, requieren el uso de monocapas en cultivo de células
de mamifero. Se han utilizado diferentes tipos de células,
como las dec ovario de hdmster chino (Ravdin y col., 1980},
de rifidn de conejo (Knight, 1977), asi como dc la linea MDCK

(Orozco y col., 1978).

El efecto citopitico sc produce después del contacto
directo de los trofozoitos con la monocapa celular.
El mecanismo de accidén es aparentemente el siguiente:
primero ocurre una disminucidn pronunciada de la resistencia
eléctrica transepitelial (Orozco vy col., 1982c; Martinez-
Palomo y col., 1985}, seguida por la ruptura de las uniones
herméticas, entre las células. Posteriormente, hay
redondeamiento de las células de la monocapa, con el
consecuente desprendimiento del sustrato, finalmente, se
produce 1lisis y fagocitosis de las c¢élulas por los

trofozoitos.

Mattern y col., (1978) y Orozco y col., {1978), fueron
los primeros en probar que el grado de destruccidén de la
monocapa correspondia con el grado de virulencia.
Posteriormente, Orozco y col., (1980), estudiaron varias
propiedades de superficie, entre ellas cl efeccto citopidtico
de tres cepas de difcerente virulencia y encontraron una

correlacidn dirccta entre ol grado de destruceion de la
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monocapa celular, la fagocitosis y el grado de virulencia.

Bos (1979), Lushbaugh y col., (1979) y Mattern y col.,
(1980), reportaron actividad tdéxica de extractos amibianos
sobre células de mamifero en cultivo. La "actividad tdéxica"
de los trofozoitos, se encontrd en una fraccidn con un peso
molecular entre 35 y 45 Kilodaltones, la cual es degradable
por tripsina y parecc ser una glicoproteina, ya que es capaz
de unirse a concanavalina A, (Bos y Van der Eijk, 1980)., El
proceso del efecto citotdxico es el siguiente: caida de la
resistencia eléctricé £ransepitelial, rompimiento dc las
uniones intercelulares, desprendimiento de las células
y formacién de burbujas en la membrana de éstas (Orozco y
col., 1982c¢c, Martinez-Palomo y col,, 1985). La actividad de
los extractos amibianos, semeja al dafio que producen los
trofozoitos vivos sobre las monocapas celulares en cultivo

(Lushbaugh y col., 1979).

Actualmente se ha demostrado gque mutantes avirulentas
tienen “actividad citotdxica" similar a la de la cepa
silvestre virulenta, (Rodriguez y Orozco, 1986), por lo que
el efecto citotdxico aunque probablemente participa on el
dafio celular, no es suficiente para que se cxpresc la
virulencia. Existe, ademds, el reporte de otras actividades
liticas de los extractos amibianos como la hemolisina,
aunque el papel que juega ésta en la agresividad del pardsito

no se conoce aun (Said-Ferndndez y Lopez-Revilla 1983).
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btras actividades vtnzimdlicas de E. histolyliea,

relacionadas con su virulencia.

h) Actividad de colagenasa.

Mufioz y col., (1982 y 1984), reportaron la presencia de
una enzima que digiere colagena, la cual tiene marcada
preferencia por la colagena del tipo I. Esta enzima
aparentemente se encuentra en la membrana del trofozoito vy
es nccesario el contacto directo del trofozoito con la
colagena, para que se presente la actividad de colagenasa.
También se demostrd que existe una relacidén con la virulencia,
ya que las cepas mds virulentas presentaron mayor actividad

de colagenasa.

i) Actividad mitogénica.

Se ha reportado también una actividad mitogénica en los
extractos amibianos sobre linfocitos humanos (Diamantstein y

col., 1981).

Salata y Ravdin (1985), cncontraron que el cfecto
mitogénico de los extractos amibianos, es inhibido por
asialofetuina. La asialofetuina tiene tres residuos de
N-acetilgalactosamina, lo que sugiere que la actividad
mitogénica estd mediada por una proteina que se une al azicar.
La inhibicidén de este efecto correlaciona tanto con la
presencia de la lectina inhibida por N-acetilgalactosamina

como con la virulencia de 1las cepas cstudiadas (Salata vy
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Ravdin, 1985). Sin embargo, no se conoce si la misma
molécula es responsable de la actividad mitogénica y de

lectina.

3) Actividad formadora de canales.

Se ha descrito también una proteina sobre la membrana
de E. histolytica, que es capaz de formar poros en la
membrana de macréfagos y linfocitos (Young y col., 1982). A
esta proteina se le ha llamado ‘amebaporo y es capaz de
incorporarse espontdneamente en las membranas de la célula
huésped. Esta proteina induce una rdpida despolarizacidn en
la membrana de las células mencionadas, la cual las conduce
a un estado prelitico. El amebaporo estd presente dentro
de la amiba y es desprendido al medio por un proceso mediado
por estimulos. Esta liberacidn es aumentada por la adicidn
de concanavalina A, lipopolisacdridos o el ionoforo de
calcio A 23187 (Gitler y col., 1984). El papel de tal

proteina en la virulencia, no se conoce aln.

k) Efecto de la asociacién de los trofozoitos con

bacterias en la virulencia amibiana.

Westphal (1937); Phillips y col., (1955), fueron los
primeros autores en demostrar que la virulencia de las amibas
aumentaba al asociarse con varias especies de bacterias, lo
cual se evidenciaba por una mayor capacidad de los trofozoitos
para producir abscesos hepdticos en hamsteres. Bos y Hage

(1975), reportaron gue la separacién de la flora intestinal
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asociada inducia en las cepas amibianas una rdpida disminucidn
en la virulencia, en un periodo de semanas o meses, micntras
quce al rceasociarse con bacterias, sc¢ readquiria la
citopatogenicidad. Wittner y Rosehbaum (1970), encontraron
que E. histolytica tenia que ser asociada con bacterias vivas
no patdgenas, por un Jlapso mayor de 6 h, para llegar a
producir lesiones en cl higado,mientras que los extractos de
bacterias o las bacterias muertas, no tenian efecto, Estas
observaciones sugirieron la hipdtesis de que la virulencia
amibiana podia depender de un factor parecido a un episoma,
¢l cual requeriria el contacto directo con bhacterias para

ser expresado.

Bracha y col., (1982), demostraron que E. histolytica
es muy selectiva en sus interacciones con bacterias y
describieron 2 meccanismos responsables para la unidn de
bacterias a los trofozoitos:
1) Los trofozoitos sc adhieren a bacterias del tipo

Bscherichia coli y Serratia marcescens, debido a que

dstas posecen componentes de manosa sohre su superficic
celular y son unidos por receptores de manosa  que  se
encuentran en la membrana amibiana.

2) Los trofozoitos también se unen a otras especies de

bacterias como Shigella flexneri y Staphylococcus aureus,

que carecen de manosa en su superficie, sdlamente si se
recubren con concanavalina A o después de su

opsonizacién.
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En el primer caso; las bacterias se unen directamente a
la amiba por medio de los azlcares del tipo manosa y glucosa
que poseen; en el segundo caso, la unién es por medio de
carbohidratos especificos que se encuentran en las cadenas
de los anticuerpos que recubren a las bacterias, tales como
galactosa y N-acetilgalactosamina. Esta adhesién es marcada-
mente inhibida por N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina

(Bracha y col., 1982).

Posteriormente, Bracha y Mirelman (1983), demuestran que
los trofozoftos de E. histolytica también pueden adherir
cierto tipo de bacterias que carecen de manosa y no son
opsonizadas. Esta adhesidn estd mediada por la presencia de

ciertos azicares sobre bacterias del tipo Escherichia coli

serotipo 055 y Salmonella greenside 050 y la lectina de los

trofozoltos inhibible por carbohidratos de bajo peso molecular,
tal como 1la galactosa, lactosa, N-acetilgalactosamina,
asialofetuina y los extractos polisacdridos de E. coli 055.
Esto es apoyado por el hecho de qué la oxidacidén con
peryodato de las bacterias impiden su adherencia, 1lo que
implica, de acuerdo a estos autores, la participacién deo

carbohidratos en la adhesién.

Bracha y Mirelman (1984), reportan que la asociacidén de
los trofozoitos de E. histolytica con bacterias del tipo
gram negativo, por periodos cortos incrementan su virulencia
Y que bacterias inactivadas, fijadas con glutaraldehido,

sonicadas o tratadas con inhibidores de sintesis de
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proteinas,no tienen propiedades activadoras en la virulencia
de los trofozoitos. Otro hallazgo indica que la virulencia
amibiana aumenta cuando los trolozoitus sc  incuban on
condiciones microaerébicas, por lo que sugieren gque el
potencial oxido-reduccidn es clave en la expresién de la
virulencia, ya que las condiciones microaerdbicas, como la
asociacidén con bacterias, parccen estimular el sistema de
transporte de electrones en B, histolytica. Sin embargo, es P
necesario hacer mayores estudios, para conocer los factores :
tanto de la bacteria como de los trofozoitos que participan

en este proceso de activacién de la virulencia amibiana. Pl

1) Heterogencidad,

Los cambios en la virulencia observados on E.histolytica,
son parcialmente explicados por la heterogencidad de las cepas
amibianas, haciendo gue las propicdades de una cepa dada,
dependan del equilibrio mantenido por las subpoblaciones de
los trofozoitos. Los factores que intervienen en la
variabilidad de las cepas, no se conocen completamente, pero

se sabe que las cepas de E, histolytica estdn compuestas de

trofozoitos que en una cepa determinada muestran diferencias
en agresividad (Sudrez, 1983). Algunas veces la expresidn de
la patogenicidad de ciertas ccpas, requicre de la asocliacidn
con bacterias o de varios pasos a travis del higado  do
roedores para incrementar la virulencia amibiana (Phillipsg v
col., 1955; Bos y llage 1975; lLushbaugh y col., 1478b); cstos

factores pueden ejercer una fuerte presidn para scleccionar
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a las amibas mas virulentas dec una cepa heterogénea.

BEn el laboratorio sc aislaron a partir de HM1:IMSS
varias clonas en agar semisdlido,las cuales fueron probadas
después del subcultivo en medio liquido. Otras clonas se
aislaron de una poblacidn previamente seleccionada, en la
cual los trofozoitos altamente fagociticos,sc eliminaron por
irradiacién después de la incorporacién de bromodcoxiuridina
en su DNA, a través de la fagocitosis dc bacterias marcadas
(Orozco y col., 1983). 1los recsultados de estos experimentos
mostraron la presencia de trofozoitos con tres grados
diferentes de velocidades de fagocitosis, poniendo en
evidencia la heterogeneidad de la cepa HM1:IMSS. Algunas de
las clonas carentes en fagocitosis, presentaron deficiencia
en la adhesién a eritrocitos, mientras otras clonas fueron
incapaces de internalizar las particulas. En todos los casos,
el grado de fagocitosis correlaciond con la virulencia de las
clonas. Estas diferencias en las clonas han sido mantenidas
por varios afios en cultivos axénicos (Sudréz, 1983; Orozco y
col,, 1985). De acuerdo a cstos resultados,cl establccimiento
de lineas amibianas homogéneas es importante en estudios para
la identificacidén de factores en cepas de E, histolytica que

ayudan a diferenciar trofozoitos virulentos y no virulentos.

Como se ha mencionado anteriormente, la virulencia de
E. histolytica es un fendmeno complejo en el cual participan
varias propiedades y actividades bioldgicas. Algunas de

éstas se han correlacionado directamente con la virulencia,
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entre ellas la eficiencia para formar colonias en agar
semisélido (Gillin y Diamond, 1978), la fagocitosis (Trissd
y col., 1978; Orovzco y col., 1982a, 198 3; Suiroes, 1983), 1a
actividad de lectina sobre eritrocitos humanos (Kobiler vy
Mirelman, 1980), el efecto citopdtico sobre células en
cultivo (Mattern y col., 1978; Orozco y col., 1980), la
accién citotdxica de los extractos amibianos sobre células
en cultivo (Lushbaugh y col., 1978a), el efccto mitogénico
de los extractos amibianos sobre linfocitos humanos
(Diamantstein y c¢ol., 1981l; Salata y Ravdin, 1985),
actividades enzimdticas como la de la colagenasa (Mufioz vy
col,, 1984) y la capacidad para formar canales (Young vy
col., 1982; Gitler y col., 1984), entre otras. Sin embargo,
no se ha definido con claridad si estas propiedades
y actividades tiecnen un papel importante cn la virulencia o
si s6lo estdn ligadas a factores que no tienen una relacidn

directa con ella.

Una forma de saber cudles de estos factores participan
en la virulencia amibiana y cudles sdlo presentan una
correlacidén coincidental, es émplear una estrategia genética
que comprenda el aislamiento de clonas de E. histolytica
deficientes en caracteristicas amibianas relacionadas con

la virulencia.

La adhesidn y la lagocitosis son cventoes cspecialmente
importantes en ¢l proceso invasivo de la amiba tanto

"in vivo" como "in vitro". Otro factor dec virulencia cs el
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efecto activador de las bactefias sobre la agresividad de
los trofozoitos, el cual ha sido muy poco estudiado. Por
lo tanto, c¢n este trabajo cstudiamos cl papcl de la adhesidn
y de la fagocitosis de E. histolytica en 1la virulencia
amibiana, asi como el papel que juegan las bacterias en este

fendmeno.




1)

2)

3)

4)
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OBJETLVOS

Obtencidén de clonas de E. histolytica con deficiencia

en adhesidén a eritrocitos humanos.

Caracterizacidn de las mutantes deficientes en
adhesidn a eritrocitos, en algunas propiedades que sc
han relacionado con la virulencia amibiana,como son la
capacidad para formar coloniés en agar semisdlido, la

fagocitosis, la actividad de léctina, la adhesidén y el

efecto citopdtico sobre células epiteliales en cultivo.

Caracterizacién de 1la virulencia de 1las mutantes

obtenidas.

Estudio del efecto de las bacterias sobre la virulencia,
la adhesidn, 1la fagocitosis, el cfecto citopdtico y
citotéxico de varias cepas y clonas de E. histolytica

con diferente virulencia.




MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS y de las clonas
ohtenidas en el presente trabajo, s¢ cultivaron axénicamente
a 37YC, de acuerdo a la téenica de biamond y Col., (1978) cn
medio T'YI-$~33 con 16% de suero bovino inactivado (Biofluids),
3% de la mezcla de vitaminas de Diamond (North American
Biologicals, U.S.A.), 25 U/ml de penicilina y 75 pg/ml de
estreptomicina (TYI-S-33c). Para, los experimentos realizados
en este trabajo, los trofozoitos se cosecharon en fase
logaritmica de crecimiento en- tubos de 16 X 125 mm con tapa
de rosca, conteniendo 12 ml de medio 1TYI-S-33c. Para
cosechar las amibas, los tubos se enfriaron en un bafio de
agua~hielo a 0°C durante 10 min para despegarlas de las
paredes del tubo y se concentraron por centrifugacidén a 360
X g durante 7 min. Los trofozoitos se contaron en un
microscopio Optico (Zeiss), utilizando un hematocitémetro vy

se ajustaron en su propio medio a 1 X 106/m1.
Eritrocitos humanos.

En los experimentos de adhesidén y fagocitosis se
utilizaron eritrocitos humanos frescos o fijados con
glutaraldehido al 2.5% en soulucidén amortiquadora de fosfalon,
pH 7.0 (PBS). La sangre s¢ obtuvo por puncidon venosa con una

jeringa estéril conteniendo 0.5 ml dc  solucidn Alscver
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(Garvey y col., 1977). rLoé eriirocitbs se' lavaron tres
veces con cinco voliimencs de PBS por centrifugacién durante
10 min a 1000 X g, se ajustaron a 1 X 108/ml en medio TYI-S-33
sin suero y se utilizaron frescos y refrigerados por no mas
de tres dias. En algunos casos, después de lavar los
eritrocitos con PBS, éstos se fijaron con glutaraldehido a
temperatura ambiente durante 30 min vy, posteriormente, se
lavaron cinco veces con PBS. Finalmente, se ajustaron a

1X 108/ml en TYI-S-33 sin suero.
Cultivo de células epiteliales de la linea MDCK. E

Las cédlulas epiteliales de la linea MDCK, (Madin Darby :

Cell Kidney, linea celular aislada de rifion de perro), se

cultivaron en multicdmaras de 24 pozos {(Linbro, U.S.A.), en

Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Eagle, 1959),
suplementado con suero de ternera al 10% (Gibco), 500 U/ml

de penicilina vy 0.69 pg/ml de estreptomicina. Las células

I
i
|

se incubaron a 37°C hasta que formaron monocapas confluentes
y égtas se utilizaron vivas o fijadas con glutaraldehido al
2.5% en PBS. Las monocapas fijadas con glutaraldehido, sc
lavaron exahustivamente con PBS, una vez con glicina 0.1 My

tres veces mas con PBS.

Cultivo de bacterias.

Se utilizaron bacterias Escherichia coli de la cepa CR34

deficiente en la sintesis de timina (E. coli CR34 Tim ) para

lo cual se mantuvieron en tubos de vidrio de 9 X 75 mm con



tapon do hule en 3 ml de medio de conscrvacidn que contenia
0.9% cde caldo nutritivo (Difco), 0.5% de cloruro de sodio y
0.75% de bacto -agar (Difco) a temperatura ambiente. En

algunos experimentos, sc ulilizdé la cepa 055 de L. coli.

Previo a los experimentos de interaccién con los
trofozoitos, las bacterias se incubaron durante toda la
noche a 37°C en agitacién constante en medio liquido de
Luria, el cual estd compuesto de 1% de bacto triptona, 0.5%
de extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio, pH 7.5.
Posteriormente, sc lavaron dos veces con solucidén salina por
centrifugacién a 9000 X g durante 10 min, para eliminar el
medio de Luria y se ajustaron a 1l X 109 bacterias/ml cn
solucidn salina, utilizando un matraz nefelométrico y un
fotocolorimetro (Klett Summecrson) con filtro verde. La
densidad de la poblacidn a 300 Unidades Klett, equivalid a
una concentracién de 1 X 109 bacterias/ml, de acuerdo a una

curva patrdén previamente realizada.

Seleccidén de poblaciones amibianas deficientes en

adhesidén a eritrocitos.

Las poblaciones amibianas decficientes en  adhesidn a
eritrocitos, se obtuvieron de acuerdo al esquema 2, quo
resume el procedimicnto, 2.5 ml de suspensidn de
trofozoitos de la cepa HM1:1MSS (1 X 106/m1), se mezclaron
con 2.5 ml de eritrocitos humanos (1 X lOB/ml) frescos vy

lavados como se especificd anteriormente, la mezcla celular
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SHOUTMA 2

Seleccidén de poblaciones amibianas deficientes en

adhesion a eritrocitos.

Trofozoitos HM]1:1IMSS + Eritrocitos humanos

l

Adhesidn (4°C, 20 min}

v
Fagocitosis de eritrocitos adheridos (37°C, 5 min)

v

Centrifugacidn en gradiente lincal de ficoll (2300 X g,

20 min a 4°C)

A 4
Trofozoitos de capa superior + eritrocitos humanos

Repeticion del procedimiento anterior

"rofozoitos de capa superior, creecimiento en TYI-5-33c

{poblacidén SA 17)

Repeticidn del procedimiento de scleccidn

Trofozoitos de capa superior, crecimiento en TYI-S-33c

(poblacién SA 27)

Clonacion on aqgar semisdlidao,
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se incubd durante 20 min a 0°C en un bafio de agua-hielo para
permitir la adhesién entre los trofozoitos y los eritrocitos.
Posteriormente las células sc incubaron a 37°C durante 5 min,
para permitir que algunos oritrocitos fueran ingeridos vy
evitar asi que se desprendicran durante el procesamiento.
Inmediatamente, la suspensiodn celular se colocd en un tubo
preparado previamente con un gradiente discontinuo de
ficoll-paque, {Pharmacia Fine Chemicals) del 20 al 100%,
preparado en agua bidestilada y se centrifugd durante 20 min
a 2300 X g en una centrifuga Sorval RC-5B a 20°C, utilizando
un rotor HB4. En la capa superior del gradiente, se
localizaron las amibas que adhiricron pocos o ningidn
eritrocito, ésta sc¢ tomd cuidadosamente, se ajusté a 2.5 ml
de TYI-S-33 vy nhcvamontc se incubd con 2.5 ml de la
suspensidn de eritrocitos, para repetir el procedimiento de
seleccidn una vez mds desde el principia. Las células de la
capa superior de la segunda corrida del gradiente se tomaron

y se sembraron en medio TYI-S-33c, a esta poblacidn se le

llamé SA 1™ .(la. poblacidén de amibas deficientes en adhesidn).

Las amibas de la poblacién SA 1, se cultivaron hasta fase
logaritmica y el procedimiento de scleccidn so repitid para
obtener 1la poblacién SA 27, (2a. poblacién de¢  amibas

deficientes ¢n adhesion).
Clonacidén en agar semisdlido,

La eficiencia de clonacidén (EFC) de los trofozoitos, se
determind en agar semisélido, de acuerdo a la técnica de

Gillin y Diamond (1978).Los trofozoitos se utilizaron en fase
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logaritmica temprana de crecimiento, se despegaron de las
paredes del tubo en un bafio de agua-hielo, sc centrifugaron
por 7 min a 360 X g y sc diluyeron con 1'¥1-5-33 sin sucro a
una concentracidén de 1 amiba/m). Por otra parte on bhotcellas
estériles de pldstico de 40 ml (Falcon, U.S.A.) se colocaron
31 ml de medio TYI-S-33c y se incubaron en bafio maria a 40°C
por 30 min. Posteriormente, se agregaron 3.1 ml de agar
(Difco) preparado al 5% (peso/peso) en medio TYI-S5-33 y se
agitaron vigorosamente para obtener una suspensidn homogénea
de agar con concentracién final de 0.45%. Tnmediatamentoe se
agregaron 50, 100, y 200 pul de la suspensiédn de amibas, las
botellas se agitaron suavemenle una vez mds, para dispersar
las células hdmogénenmcnte en ¢l agar y sc¢ colocaron en hiclo
durante 30 min para permitir la gelificacidén del agar.
Posteriormente, las botellas falcon se incubaron a 37°C
durante 5 a 7 dias, las colonias se contaron para determinar
la EFC y se aislaron varias colonias al azar. Para determinar
la BEFC, se utilizd como patrdén de comparacidén la EFC de 1la
cepa silvestrc HM1:IMSS, la de la clona 1,~6, la cual prescnta
deficiencia para crecer cn agar scmisdlido y las de  las
subclonas H] y HZ’ las cuales so obtuviaron al pasar la clona
L-6 por higado de hdmsteres 1 y 2 veces respectivamenteo,  La
EFC se determind mediante cl nimero de placas visibles ontre
el nimero de trofozoitos inoculados multiplicado por 100, de
acuerdo a la siguiente férmula.

EFC = No. de colonias obtenidas X 100

No. de trofozoitos inoculados
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Adhesion de trofozoitos a ceritrocitos.

para los censayos de adhesidn centre  trofozoitos vy
critrocitos, s¢ utilizd la técnica reportada por Orozco
(1981). Los trofozoitos se incubaron con los eritrocitos
frescos (1:100), a 0°C durante 5 y 10 min. La reaccidn se
detuvo agregando 1 ml de glutaraldehido, ¢ incubando las
mezclas celulares durante 30 min a 37°C. Posteriormente las
c¢dlulas sc lavaron por tres veces con solucidén salina al
0.85%, se centrifugaron a 165 X g durante 3 min en una
centrifuga clinica (SOL-BAT). Los eritrocitos se contrasta-
ron con la tincién de Novikoff y col. (1972). Para tal
efecto, se prepard una solucién de diaminobencidina (Sigma),
de 2 mg por cada mililitro de solucidn amortiguadora
2-amino, 2-metilpropanodiol (1,3) pH 9.7, a 1la cual se le
agregd perdxido de hidrdégeno al 0.02%. lLas preparaciones sc
incubaron con 1 ml dec esta solucidn durante 30 min a 37°C vy
se lavaron tres veces con solucidn salina. 11 nlmero de
eritrocitos adheridos por amiba se contd para cada tiempo y
cepa en 100 amibas elegidas al azar, para lo cual se utilizd

un microscopio dptico (Zeiss), a un aumento de 160 X,
Adhesidn de trofozoitos a células epiteliales.

Para los ensayos de adhesion a células epiteliales, Jos
trofozoitos se agregaron a monocapas colularces  de  la | inea
MDCK, previamente lavadas dos veces con solucidn  saling on

relacidn de 1:1. Las células con los trofozoitos so incubaron
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a 37°cC y.a los 10 min se agregdé 1 ml de glutaraldehido. Se
obtuvieron los sobrcnadantes y se contaron los trofozoitos
no adheridos. La eficicencia de adhesidn se obtuvo por dife-
rencia entre los trofozoitos agregados y los no adheridos,
dividida entre el nlmero de trofozoitos agregados y multi-

plicando por 100, de acucrdo a la siguiente fdérmula:

lfic. de adhesidn = t. totales - t. no adheridos X 100

trofozoitos no adheridos

Efecto citopdtico sobre células epiteliales.

Para los experimentos de destruccidn de las monocapas

celulares se utilizd la técnica previamente descrita por

Orozco y col.,(1978) que consistid cn agrecgar los trofozoitos

en relacidn de 1l:1 a las monocapas celulares de la linea MDCK

cultivadas en multicdmaras Linbro (U.S.A.). lLas cdélulas
epitaliales con los trofozoitos se¢ incubaron primero a 37°C
durante 1 h para llevar a cabo la interaccion. Después de
este tiempo, las monocapas se incubaron a 0°C durante 15 min
para desprender los trofozoitos no adheridos a la monocapa.
Posteriormente, las monocapas se lavaron tres veces con
solucidén salina, se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en
PBS a temperatura ambiente por 15 min y se lavaron con
solucién salina tres veces. Las monocapas s¢ tifieron con
1 ml de azul de metileno al 1% en solucidn amdrtiguadora ele:
boratos 0.1 M, pll 8.7, durante 10 min, postoriormente, las

monocapas cclulares se¢  lavaron tres veces  con solucidn
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amortiguadora de boratos 0.01 M, pl 8.7 para quitar el

exceso de colorante. El colorante adherido a las monocapas

o a los reostos de ella s¢ cextrajo agregando a cada pozo

1 ml de &cido clorhidrico {(HCL) 0.1 N e incubando a 37°C por

30 min. El sobrenadante con el colorante extraido se diluyd ;
1:10 con HCL 0.1 N y se leyd la densidad 6ptica a 660 nm en
un cspectrofotémetro (Zeiss). Como controles se utilizaron
monocapas celulares que no estuvieron en contacto con los

trofozoitos.
Fagocitosis de eritrocitos. §

Para estos experimentos se utilizd la técnica descrita
previamente por Yrissl y col., (1978). lLos trofozoitos on
fase logaritmica do crecimionto se ajustaron a 1 X 106/ml
de medio TYI-S-33 sin suero, 0.4 ml de esta suspensién se
incubaron con 0.4 ml de eritrocitos frescos diluidos en
medio TYI-S5-33 sin suero a 1 X 108/m1, lo que corresponde a
una rclacidén de 1 trofozoito por cada 100 eritrocitos. La
incubacidn se realizdé durante 5 y 10 min en un bafo maria a
37°C, la reaccidn se detuvo a los tiempos preestablecidos,

agregando agua bidestilada e incubando las preparaciones

para romper los eritrocitos no ingeridos. Posteriormente,
se centrifugd a 165 X g por 3 min, las amibas con los
eritrocitos ingeridos se fijaron con glutaraldchido al 2.5% !
en PBS a 37°C durante 30 min, sc lavaron por tres vecaes con
solucidn salina y los critrocitos ingeridos se cont rastaron

con la tincidén de Novikofl (Novikoff y col., 1972). Al
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término de este tiempo, las preparaciones se lavaron tres
veces con solucidén salina. Posteriormente, los eritrocitos
ingeridos por amiba sc contaron en 100 amibas elegidas al
azar y se obtuvieron los promedios para cada tiempo y clona.
La cuenta se realizd en un microscopio 6ptico, como ya se

<

indicd.
Fagocitosis de esferas de latex.

Para estos ensayos se utilizaron las esferas de latex
colorcadas de azul,‘de 7.5 pm de didmetro (Sigma). Las
esferas se lavaron cinco veces con PBS, se agitaron en un
agitador Vortex, para obtener una suspensién monodispersa vy
se ajustaron a 1 X 108/m1 de medio TYI-S-33 sin suero. Los
trofozoitos se incubaron con las esferas de latex en una
relacién de 1:100 a 37°C durante 30 y 60 min. La reaccién de
fagocitosis se detuvo agregando 1 ml de glutaraldehido al
2.5% cn PBS durante 30 min a 37°C. Posteriormente, los
trofozoitos con las csferas de ldtex sc lavaron con solucidn
salina por cinco veceé. El nimero de esferas ingeridas por
trofozoito, se conté en el microscopio &ptico en 100
trofozoitos elegidos al azar en forma semejante como se
describié para los ensayos de fagocitosis de eritrocitos vy

se obtuvo el promedio de esferas fagocitadas por trofozoito

para cada tiempo y clona.
insayo de hemaglutinacidn.

Para determinar la actividad doe Jeclinag on los ozt ractons

. . Pas . .
de trofozoitos amibianus, sc realizaron czperimentos de
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hemaglutinacidn de aé&erdo a la metodologia descrita por

Kobitler y Mirelman (1980).  los extractos crudos amibianos,

se propararon con células en fase de crecimiento logaritmico,
para lo cual los trofozoitos se lavaron una vez con PBS, pi7,
a 4°C y una vez con solucidn salina a 4°C. Los trofozoitos
se ajustaron a 1 X 106/m1 en solucidén amortiguadora de
hemaglutinacién (PBS 0.02 M pH 5.7, fluoruro de fenil metil
sulfonil 5 pM (Sigma) y beta-mercaptoetanol 1 mM (Merck).

Los extractos se prepararon rompiendo los trofozoitos por
congelacidén en acetona-hielo seco y descongelacidn inmediata
a 37°cC pof tres veces. Posteriormente, la  suspension de
trofozoftos rotos sco centrifugd a 4°C En una centrifuga
Eppendorf durante 5 min. Las pastillas se resuspendieron en
1 ml de solucidén amortiguadora de hemaglutinacidn y se
homogeneizaron en un homogenizadoxr (Curtin) con émbolo de
teflén durante 1 min. Con esta mezcla, correspondiente a
1 X 106amibas/ml, se¢ hicieron diluciones binarias con
solucidn amortiguadora de hemaglutinacién desde 1:2 hasta
1:512. La hemaglutinacidn se realizd en placas con pozos en
forma de U (Linbro). En cada pozo se agregaron 25 pl de
alblimina sérica bovina al 1%, 25 pl de PBS pH 5.7 y 25 ul de
eritrocitos humanos fijados con glutaraldchide ai 2.5% en
PBS. Las placas se agitaron cuidadosamente y  se incubaron
1 h a temperatura ambhicente. Bl titulo do aglutinacidn se

midié come la inversa doe  la dilucidn  mds alta de log

extractos amibianos que produjo hemaglutinacion.



Bnsayo de virulencia, "ii vivo.:

La virulencia de las clonas obtenidas en este trabajo,
se midid "in vivo" mediante la inoculacidn intraportal de
los trofozoitos amibianos en hamsteres dorados

(Mesocricetus auratus), machos de aproximadamente 100 g de

peso. Los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento,
se despegaron de las paredes del tubo por eonfriamiento a
0°C, sec centrifugaron y sc ajustaron a una concentracidon de
2.% X ]Osamibas/m]. de medio TYI-5-33 sin sucro.  Los
hamsteres fucron anestesiados con anestesal (Norden, MAr.),
diluido 1:10 cn aqgua bidestilada estéril, de esta solucidn,
se¢ inyectd intraperitonecalmente 1 ml por cada 100 g de peso
del animal. Posteriormente, se practicd laparatomia amplia
y sc localizd la vena porta, en la cual se inocularon 0.5 ml
de la suspensidn de trofozoitos, utilizando jeringas de 1 ml
con aqujas dcl nuimero 27. Al terminar Jla inoculacidn, sc
selld el orificio de la vena con anticoagulante (Gelfoam,
lipjohn), los bamsteres sc cosicron on dos planos, ol
muscular y ol de la picl y sc dejaron recuperar de

la anestesia.

Los hémsteres se sacrificaron 8 dias después de la
inoculacidn anestesidndolos previamente con cloroformo, el
higado se extrajo y se valoraron los abscesos de acuerdo a
su numero y tamafio. Para localizar la presencia de ahscosos,
el higado se examind cuidadosamente con lenbeo e aumen! o.

la presencia de trofozoitos en los  abscesos,  se comprobd
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haciendo preparaciones do las lesiones para observarlas on
cl microscopio y sembrando los abscesos previamentoe
disgregados cn medio 1'Y1-8-33c ¢ incubando a 37°C por varios

dias para comprobar la prescncia de trofozoitos.
Dosis media de virulencia.

Para obtener la dosis media de virulencia de los
trofozoitos de E. histolytica de las cepas HM1:TMSS viruloenta,
UK :NIH de virulencia atenuada v de clono L=6 no virulenta (la
cual fuec aislada a partir de la cepa I1M1:IMSS por Orozco,
1981). Sc inocularon camadas de cuando menos 8 hdmsteres,
como ya se describid anteriormente con diferente numero de
trofozoitos; 0.05, 0.15, 0.3, 0.75, 1.5, 3.0, 6.5, 12.5 y 25
X 104 cdlulas de ]é cepa 1IM1:IMSS; 5, 10, 25, 30, 50, 60, 75
y 85 X 104 células de la cepa 1IKY; vy 10, 20, 40, 60 y 75 X

104 cédlulas de la clona [~6.

Los difercentes indculos de amibas, sc¢  inocularon en
0.5 ml de medio TYI-S$-33 sin suero, utilizando para cada

dosis 8 hamsteres.

Virulencia de los trofozoitos en interaccidén con

bacterias.

Para los ensdyos de virulencia de 1los trofozoitons
en interaccidén con bhacterias, se utilizaron hacterias

Escherichia coli de la cepa 055, irradiadas hasta complata

inactivacién con luz ultravioleta, aproximadamente  duranle
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4 hy trofozoitos de la cepa HM1:IMSS, HK9 y la clona L-6.
L.a interaccidén de los trofozoitos con 1las bacterias, se
tlevd a cabo en una relacion de 1:1000 a 37°C durante 30 min,
después de la interaccidn, los Lrofozoitos se inocularon en
10s hamsteres, como ya sc¢ indicd anteriormente y, a los 8
dias postinoculacidén, se sacrificaron para evaluar 1la
‘formacién de abscesos. Como control se inocularon hdmsteres

con bacterias.
Adhesidn de trofozoitos en interaccidn con bacterias.

Con el objeto de definir si las bacterias aumentaban la
oficiencia deo adhesidén se midid la adhesion de los trofozoitos
a critrocitos humanos, previa interaccidn con bacterias. Los
trofozoitos dc dos cepas de L. histolytica con diferente
virulencia, la cepa HM1:IMSS virulenta y la cepa HK9 de
virulencia atenuada se preincubaron con bacterias E. coli de
la cepa 055 durantc 30 min a 37°C y en relacidén de 1:1000.
Posteriormente, se adicionaron eritrocitos humanos frescos en
relacidén de 1:100 y se determindé la adhesidn durante 5 min a

0°C, como se indicd anteriormente.

Eritrofagocitosis de Etrofozoitos on  interaceion con

bhacterias.

Se ha encontrado gque las bacterias tienen un efecto
activador sobre la virulencia de los trofozoitos de
E. histolytica (Bos y Hage 1975; Wittner y Rosembaum 1970).
Por tanto, se realizarcn experimentos con varias cepas

y clonas en interaccidn con bacterias. Para los ensayos de



fagocitosis se utilizaron las bacterias de la cepa E. coli
CR34 Tim , las cuales se cultivaron durante toda la noche en
medio de Luria, después se lavaron dos veces con solucidn

9/ml

salina a 9000 X g durante 10 min y se ajustaron a 1 X 10
de solucidn salina, como ya se indicd anteriormente. Los

trofozoitos se utilizaron en fase de crecimiento logaritmico
y se ajustaron en su propio medio sin suero a 1 X 106

cé¢lulas/ml.

la interaccidén de los trolozoitos con las hacterias so
llevéd a cabo en una relacién de L:1000 a 37°C durante 30
min en agitacidén. Inmediatamente despuéds de la interaccidn
se¢ adicionaron critrocitos humanos f[rescos ajustados a
1 X 108/ml de TYI-S-33 sin suero en una relacidén de 100
eritrocitos por cada trofozoito y se incubaron a 37°C por 5
min, la rcaccidén se detuvo agregando agua bidestilada
durante 10 min para romper los eritrocitos no ingeridos vy
los trofozoilos se¢  recuperaron centrifugando a 360 X g
durante 5 min, la pastilla sc¢ [ijd con 0.5 ml dao
glutaraldehido a 37°C durante 30 min y sc lavé tres  veces
con solucidn salina. Los critrocitos so  conlrastaron  con
0.5 ml de solucidn de diaminobencidina a 377C durante 30 min
(Novikoff y col.,(1972). Posteriormente la suspension celular
se lavdé tres veces con solucidn salina a 360 X g durante 5
min para eliminar los eritrocitos no fagocitados y finalmente
se contaren en un microscopio d&ptico los eritrocitos

ingeridos por amiba en 50 trofozoitos elegidos al azar. I
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esquema 3 resume ¢l método utilizado.

Efecto citopdtico du los trofozoitos en interaccidn con

bacterias.

El efecto citopdtico de los trofozoitos de diferentes
cepas y clonas de E. histolytica sobre células en cultivo
(previa interaccidén con bacterias), fuc mcdido en funcién de
la velocidad de destruccidén de monocapas confluentes de
células de la linca MDCK, de acuerdo a la técnica de Orozco
y col., {1978). tn cl esquema 4 sc sintetkiza el procedimiento

empleado.

La interaccidn de lés amibas con las monocapas celulares
se llevd a cabo a 37°C durante 3 h aproximadamente hasta que
una de las monocapas fue destruida por los trofozoitos. Al
término de este tiempo sc retiraron los sobrenadantes y se
procedid a evaluar el grado de destruccidn de la monocapa en
forma cuantitativa como ya sc describid anteriormente. Como
controles positivos, se utilizaron monocapas celulares con
trofozoitos sin haber estado cn  contacto con bacterias vy
como controles negativos, sc utilizaron monocapas celulares

gue no estuvieron en contacto con los trofozoitos.

Actividad tdxica de los trofozoitos en interaccién con

bacterias.

La "actividad de toxina" de los extractos de los

L)

trofozoitos de la cepa HKY vy de las clonas A, L-6 vy 2
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ESQUEMA 3

kritrofagocitosis d¢ lrofozoitos en interaccion

con bacterias.
Trofozoitos + bacterias (1:1000)

|

Fagocitosis (30 min a 37°C)

l

Adicidn de eritrocitos humanos (1:100)
|
Eritrofagocitosis (5 min, 37°C)
Agua bidestilada (10 min, temperatura ambiente)
Centrifugacidén 360 X g, 5 min
Fijacidén con glutaraldehido al 2.5% (15 min, 37°C)
Lavar tres veces con NaCl
Tincidén con diaminobencidina (30 min, 37°C)

Lavar 3 veces con NaCl

Conteo de eritrocitos/amiba
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ESQUEMA 4

Efecto citopatico de los trofozoitos en interaccidn

con bhacterias.

Trofozoitos + bacterias (1:100)

Pagocitosis (37°C, 60 min)

Lavar 3 veces con NaCl (200 X g, 5 min}

Paquete de amibas + 1 ml de TYI-S-33

Adicidén a monocapas MDCK (37°C, 3 h)

Tncubacién 4°C, 15 min

Lavar 3 veces con NaCl

Fijacidén con glutaraldehido al 2.5% (temp. amb. 15 min)

Lavar 3 vecces con NaCl

Tinecidén con azul de metileno al 14 (temp. amb. 10 min)

Lavar 3 veces con sol. amortiquadora de boratog

Extraccidn del color con HCl1 0.1 N (37°C, 30 min)

Dilucidén 1:10 con HCL

Absorbancia a 660 nm
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previamente en interaccién 'con bacterias, se determind
mediante 1la técnica descrita para la preparacidn de los
extractos amibianos por Bos (1979); Lushbaugh y col,,(1979};
Mattern y col.,(1980). La metodologia empleada se resume
en ¢l osquema 5. Bacterias de la cepa CR34 ''im~ se prepararon

como ya se describio.

La interaccidén de las amibas con las bacterias, sc llevéd
a cabo en una relacidén de 1:1000 a 37°C por 60 min,
al término de este tiempo, la mezcla celular se lavdé dos
veces con solucidén salina a 200 X g durante 5 min para
eliminar las bacterias no fagocitadas. Los sobrenadantes se
descartaron, se adicionéd 1 ml de solucidén salina a la

pastilla que inmediatamente se congeld en acetona-hielo seco

vy se descongeld a 37°C dos veces para romper los trofozoitos
posteriormente, se centrifugd a 910 X g durante 15 min a 4°C.
Los sobrenadantes se separaron de las pastillas, se les
agregd beta-mercaptoetanol 0.02 % y se agregaron a las
monocapas - confluentes de células epiteliales de la linca
MDCK, cultivadas cn multicdmara, previamente lavadas una vew

con solucién salina.

Las monocapas con los extractos amibianos, se incubaron
a 37°C durante 3 a 5 h, al término de este tiempo
se retiraron los sobrenadantes y las monocapas se fijaron
con glutaraldehido al 2.5% en PBS por 15 min .a_ temperatura
ambiente. Las multicdmaras sec lavaron tres veees con

solucidén salina, se tificron con azul de metileno al 1 %%, so



IISQUEMA 5

Actividad de toxina de los trofozoitos en interaccidn

con bacterias.

Trofozoitos + Dbacterias (1:1000)
l
Fagocitosis (37°C, 60 min)

Lavar 2 veces con NaCl 0.85% (200 X g, 5 min)
Paquete celular + 1 ml de NaCl 0.85%
Congelacidn-descongelacién (2 X)
Centrifugacién 910 X g (4°C, 15 min)
Sobrenadante + Beta-mercaptoetanol 0.02%
Adicidén a monocapas MDCK (37°C, 4 o 5 h)
Fijacidén con glutaraldehido al 2.5% (temp. amb., 15 min)
Lavar 3 veces con NaCl
Tincién con azul de metileno de 1% (temp. amb., 10 min)

l ,
Lavar 3 veces con sol. amortiguadora de boratog
Extraccién del color con HCl 0.1 N (37°C, 30 min)

Dilucién 1:10 con HCLl 0.1 N

Absorbancia a 660 nm
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volvicron a lavar por tres veces con solucion amortiquadora
de boratos y sc extrajo ol color con lICl, como ya s indicd
anteriormente. Tinalmente, sec determind la absorbancia a
660 nm en el espectrofotdémetro, para obtener el valor
cuantitativo del grado de destruccidén de la monocapa

producido por los extractos amibianos.

Ifecto citopdtico de  los troforzoitos en  interaccidn

con ceritrociltos humanos.

El cfecto citopdtico de los trofozoitos de la cepa HKY
y de las clonas A, L-6 y 23 sobre células en cultivo de la
linea MDCK, previa interaccidén con eritrocitos humanos en
relacién de 1:100 durante 30 min a 37°C, se determindé como
se menciond anteriormente. Los eritrocitos se eliminaron

por lavado previo a medir la citopatogenicidad.

Actividad de toxina de los trofozoitos en intcraccidn

con eritrocitos humanos.

La "actividad de toxina" de los extractos de los
trofozoitos de la cepa HK9 y de las clonas A, L-6 y 23
previa interaccidn con eritrocitos humanos en relacidn de
1:100 durante 60 min a 37°C se realizd como se indicd
.anteriormente. Los eritrocitos también se eliminaron

previamente en estos experimentos.
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RESULTADOS.

Seleccidn de  poblaciones amibianas deficientes en

adhesidén a eritrocitos.

I's gencralmente aceptado gque la adhesidén de los

microorganismos a las células epiteliales, es un evento

importante para la colonizacidn ¢ invasidn de los tejidos,
{Smith y col., 1979). Wln k. histolytica, Ravdin y col.,
(1980) y Orozeo, (198)), han deserito que para que los

trofozoftos produzcan daiio, s necesario que se adhiceran a
la célula blanco. Dado que uno dc los objetivos de la
presente tesis fue aportar mayores evidencias para definir
si la adhesién es necearia en la fagocitosis y en la
citopatogenicidad amibiana, se realizaron estudios en los
gue se scleccionaron como células blanco de la amiba a los
eritrocitos humanos de diferentes grupos sanguineos y a
células epitcliales de la linca MDCK. Una de las cstrategias
utilizadas para este estudio, fue la obtencidn dec clonas
amibianas deficientes en adhesidn a ceritrocitos humanos,
para posteriormente caracterizarlas cen sus propicdades de

virulencia.

El procedimiento disefiado para aislar trofozoitos
deficientes en adhesidn a eritrocitos humanos, comprendid
el uso de la cepa HM1:IMSS, la cual es altamente heterogénca
en cuanto a que los trofozoitos que la componen, presoentan

diferentes propicdades de virulencia {(Orozeco y col., 1985).
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Los trofozoitos de esta cepa se sometieron por dos veces

consecutivas a los ensayos de enriquecimiento de la poblacidn

celular en trofozoitos no adhesivos, de acuerdo a la

metodologia descrita en la seccién de Materiales y Métodos.

Este procedimiento se basé en la separacidén de los trofozoitos

en un gradiente de ficoll, de acuerdo a su densidad. La

densidad de los trofozoitos, dependidé del numero de

eritrocitos adheridos. En la figura 1, se muestra gque en

estos experimentos se obtuvieron 3 capas en el gradiente:

a) La capa superior de «color claro con trofozoitos que
adhirieron pocos o ningln eritrocito,

b} ﬁa capa intermedia de color rojizo con trofozoitos que
.adhirieron un ndmero intermedio de ecritrocitos, y

c) La pastilla de color rojo con 1los trofozoitos que

adhirieron la mayor cantidad de eritrocitos.

La capa superior del gradiente con trofozoitos sin, o
con muy pocos eritrocitos, se aisld cuidadosamente con una
pipeta Pasteur estéril, se transfirid a medio TYI-S-33c y se
incubd a 37°C. A los trofozoitos obtenidos en esta primera
seleccidén, se les denominé poblacidn sSa 1™. Cuando alcanzd
la fase logaritmica de crecimiento, el procedimiento de
seleccidn se repitié y se obtuvo la poblacién denominada
SA 27 (segunda poblacién de trofozoitos deficientes en

adhesidén a eritrocitos).
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FIGURA 1.

Seleccidén de trofozoitos deficientes en adhesidn ai
eritrocitos humanos. Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS se
seleccionaron por su deficiencia para adherir eritrocitos
humanos centrifugando a través de un gradiente discontinuo
de ficoll por dos veces consecutivas a 2300 X g durante 20
min a 4°C, la poblacidn obtenida (SA 17) se separéd y se
crecid en medio 1YI-S-33c, cuando alcanzd la fase logaritmica,
se repitid el procedimiento de igual manera y se obtuvo la

poblacidn SA 27.
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Adhesidén a eritrocitos.

Para comprobar si la poblacidn SA 2~ era deficiente en
adhesién, los trofozoitos de ésta, se incubaron a 4°C por 5
y 10 min con eritrocitos humanos; posteriormente se contaron
los eritrocitos adheridos en 100 trofozoitos elegidos al
azar y se obtuvieron los promedios de eritrocitos por
trofozoito. En la figura 2, se muestra que los trofozoitos
de la poblacién SA 2~ a los 5 min de interaccién, adhirieron
el 50% de los critrocitos que adhiridé la cepa silvestre. Sin
embargo, a los 10 min, los trofozoitos de la poblacidn SA 2"
adhirieron el 73% de los eritrocitos que adhirid la cepa
silvestre, Tresultando una deficiencia de sélo el 27%. Estos

‘resultados sugirieron que la poblacién SA 2~ estabha
enriquecida en trofozoitos deficientes en adhesidn a

eritrocitos.

Formacién de colonias en agar semisdlido.

Con el objeto de obtener poblaciones homogéneas de las
subpoblaciones SA 1 y SA 27, los trofozoitos de é&stas, se
inocularon en agar semisdélido, de acuerdo a la técnica de
Gillin y Diamond, (1978), para aiélar posteriormente varias
clonas y caracterizarlas. Como controles, sc¢ utilizaron los

ya mencionados en la seccidn de Materiales y Métodos.

En la figura 3, se observa gue la poblacidén SA 2~ y la
cepa silvestre HM1:IMSS, presentaron una EFC del 90 y 70%

respectivamente. La EFC fue mucho mayor que la de la clona




FIGURA 2.

Adhesidn de trofozoitos de la poblacidén SA 27 a

eritrocitos humanos. Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS vy

de la poblacién SA 2 se incubaron con eritrocitos humanos
a 4°C durante 5 y 10 min cn una relacidn de 1:100. Las
mezclas celulares se fijaron con glutaraldehido, se lavaron
con PBS y se contrastaron con diaminobencidina. Los
trofozoitos adheridos en 100 trofozoitos elegidos al azar
se contaron en el microscopio O&ptico y se obtuvieron

promedios de eritrocitos por amiba para cada tiempo.
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FIGURA 3.

Eficiencia de formacidn de colonias en agar semisodlido.

Los trofozoitos de la poblacién SA 2~ , de la cepa HML:IMSS,

la clona L-6 y las subclonas Hl y H, se inocularon en agar

2
semisdlido al 0.45 % en TYI-S-33. Se incubaron a 37°Cy
después de 5 a 7 dias, se contd el nimero de colonias. La
eficiencia relativa de formacidn de colonias, se obtuvo

dividiendo el numero de colonias obtenido entre el nimero de

trofozoitos inoculados y multiplicando por 100.
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L-6 y la de las subclonas Hl y H2, ya que éstas presentaron
una EFC menor del 10%. ©Por tanto, cl método de obtencidn de
clonas por inoculacidn en agar scmisélido, resultd adecuado
para el aislamiento de «clonas deficientes en adhesidn a
eritrocitos. Por medio de esta metodologia se seleccionaron
clonas al azar y se cultivaron en medio TYI-S-33c para

caracterizarlas.

Eficiencia de adhesidén a eritrocitos humanos de las

clonas SA 2.

Las clonas seleccionadas, se cultivaron en medio
liquido hasta f(ase logaritmica y se analizaron para determinar
si existian diferencias en la adhesidén a eritrocitos humanos
a los 5 y 10 min, con respecto a la cepa silvestre. Los
resultados obtenidos, mostraron gue el 20% de las clonas
aisladas a partir de la poblacién SA 2, presentaron
deficiencia para adherir eritrocitos humanos. En la figura
4, se muestra la eficiencia de adhesidén de la cepa HM1:IMSS
y de las clonas 4, 5, 6, 8 y 10, aisladas del agar semisdlido
a partir de la subpoblacidén SA 2. En general, 1las clonas
presentaron deficiencia para adherir critrocitos daosde los 0
min de interaccién; esta deficiencia, fue mds evidente a los
10 min., Al final del tiempo de interaccidén, 1la deficiencia
en adhesidén de las clonas 4, 5, 8§ y 10, fue mayor del 50%,
en comparacidn con la cepa silvestre HM1:IMSS. La clona 6,
presenté mayor capacidad para adherir eritrocitos que el

resto de las clonas; sin embargo, los trofozoitos de ésta
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también se consideraron deficientes en adhesién, pues sélo
adhirieron el 70% de los que adhirié la cepa silvestre.
Estos resultados confirmaron gque las clonas obtenidas fueron

deficientes en su capacidad para adherir eritrocitos humanos.

Fagocitosis de eritrocitos de las clonas SA 27,

Se ha reportado que la adhesién de los trofozoitos a
los eritrocitos es un evento importante para que la
eritrofagocitosis se realice con eficiencia maxima (Orozco
y col., 1982b), por lo que era légico suponer que las clonas
deficientes en adhesién pudieran presentar deficiencia en
fagocitosis, como resultado de su incapacidad para adherir
eritrocitos. Se midié el grado de eritrofagocitosis de las
clonas deficientes en adhesidén a los 5 y 10 min de
interaccidén con eritrocitos humanos. Dado que la
eritrofagocitosis es dependiente de temperatura, 1los
experimentos de incubacidn para los ensayos se realizaron a
37°c. En la figura 5, se muestra que todas las clonas
deficienes en adhesién a eritrocitos humanos, presentaron
deficiencia en eritrofagocitosis desde los 5 min de
interaccidn, en comparacidén con la cecpa silvestre HMI:IMSSH.
Esta diferencia se hizo mds marcada a los 10 min, ya que go
cbserva que a este tiempo las clonas deficientes en adhesién
fagocitaron aproximadamente el 50% de los eritrocitos que
fagocitd la cepa silvestre. Mientras 1la cepa HML1:IMSS
fagocitd un promedio de 12 eritrocitos/amiba, 1la clona 5

fagocitd en promedio 7 eritrocitos/amiba,la clona 6 fagocitéd
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FIGURA 4.

Adhesidén de trofozoitos de las clonas SA 2 a

eritrocitos humanos. Los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS

(0 - 0), de las clonas 4 (X - X), 5 (0 - 0), 6 (O0-0),
8 (A-4&) vy 10 (AH-AO) se incubaron con eritrocitos humanés
a 4°C durante 5 y 10 min. La reaccidn sc detuvo afiadiendo a
cada preparacién 1 ml de glutaraldehido, las preparaciones
se contrastaron con diaminobencidina y se contaron  los
eritrocitos adheridos cn 100 amibas. Se obtuvieron promedios

dé eritrocitos por amiba.
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FIGURA 5.

Eritrofaqocitosis de las clonas SA 2 . Trofozoitos de

las clonas 4 (X -X), S5 (0-0), 6 (O0-0), 8 (&-4&)y
10 (A =-0) y de la cepa HML:IMSS (0 - 0), se incubarou con
eritrocitos humanos ‘a 37°C. A los 5 y 10 min, la reaccidn
se detuvo agregando agua bidestilada para lisar los
eritrocitos no ingeridos. Las preparaciones se fijaron con
glutaraldehido y se contrastaron con diaminobencidina. Los

eritrocitos ingeridos se contaron en 100 amibas al azar y

se obtuvieron promedios de eritrocitos por amiba.
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6.5, las clonas 4 y 10 fagocitaron 5.5 y la clona 8 s6lo

fagocitd un promedio de 5 eritrocitos/amiba.

Con el objeto de corroborar que la deficiencia en
eritrofagocitosis presentada por las clonas aisladas en este
trabajo se debia a gque los eritrocitos no se adherian
eficientemente a la superficie de la amiba, mds que a una
deficiencia en la introduccidn de particulas al citoplasma,
se obtuvieron las relaciones entre el nimero de eritrocitos
adheridos y el numero de eritrocitos fagocitados (Adhesidn/
Eritrofagocitosié A/E) de cada una de las clonas para
compararlas con la de la cepa HM1:IMSS. En la tabla I, se
muestra que las clonasl4, 5, 8 y 10 deficientes en adhesidn
tienen una relacidén A/E menor que la de la cepa silvestre.
La clona 4 presentd una relacidn de 0.72, ya que adhiridé 4
eritrocitos y fagocitd 5.5, la clona 5 tuvo una relacidén de
0.28, pues adhirid 2.7 eritrocitos y fagocitdé 7, la clona 8,
0.96, ya que adhirid 5.2 eritrocitos y fagocité 5.4 y 1la
clona 10 presentd 0.63, puesto que adhirié 3.5 vy
eritrofagocitd 5.5. La clona 6 cuya deficiencia en adhesidn
es menor gque la del resto de las clonas, presentd una
relacién mayor de 1, lo cual sugiere que su deficiencia en
fagocitosis se podria deber a que el proceso de ingestidn

estd alterado.

Fagocitosis de esferas de ldtex.

La hipdtesis que se establecid para explicar los

resultados anteriores, se basdé fundamentalmente en que la




TABLA I.

RELACION DE ADHESION Y FAGOCITOSIS DE LAS CLONAS SA 2.

CLONA ADHESION ERTTROFAGOCITOSIS A/L
HM1:IMSS 12.0 ©12.0 1.0
4 4.0 5.5 0.72
5 2.7 7.0 0.28
6 8.2 6.2 1.3
8 5.2 5.4 0.96
10 3.5 5.5 0.63

Adhesidén = 4°C,

Eritrofagocitosis = 37°C.

Se midid la adhesidn y la eritrofagocitosis de
trofozoitoé de las clonas deficientes en adhesidén a
eritrocitos y de la cepa silvestre HM1:IMSS, de acuerdo a
las técnicas utilizadas, para obtener la relaciédn de la
adhesidn y la eritrofagocitosis. Los datos de la columna
de adhesidén y eritrofagocitosis, son promedios de:

eritrocitos por amiba.
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deficiencia en la adhesién especifica de eritrocitos
humanos a la supcerficie amibiana cra el factor responsable
de la deficicncia en eritrofagocitosis, asumiendo que las
clonas deficientes en adhesidn pudieran tener alteraciones
en su superficie, las cuales estuvieran relacionadas con
las moléculas amibianas que hacen contacto con la superficie
de 1los eritrocitos. Esto tendria como consecuencia una
disminucién en la fagocitosis especifica, pero no alteraria
la fagocitosis inespecifica, la cual no estd mediada por

receptores (Orozco y col., en prensa).

Para definir esto, se realizaron experimentos de
fagocitosis de esferas de ldtex, tanto de 1las clonas
deficientes en adhesidén como de la cepa silvestre. E1l
racional de este experimento se fundamentd en el hecho de
que la fagocitosis de esferas de ldtex debe ser inespecifica
y probablemente mediada por fuerzas electrostdticas y no por
receptores especificos. La figura 6 demuestra que la
fagocitosis de esferas de latex de las clonas deficientes
en adhesién, es semejante a la de la cepa silvestre HM1:IMSS
a los dos tiempos medidos de 30 y 60 min. Estos resultados
apovyan la sugerencia de que la deficiencia en
eritrofagocitosis mostrada por las clonas 4, 5, 6, 8 y 10,
se debid a una deficiencia en la capacidad de los
trofozoitos para adherir especificamente eritrocitos

humanos.
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FIGURA 6,

Fagocitosis de esferas de ldtex por las clonas SA 2.

Trofozoltos de las cepas HML:IMSS (0O ~ 0) y de las clonas
4 (X -X),5(0-0), 6 (0-0), 8 (A-8)y 10 (Ah-N) se
incubaron con esferas de ldtex (1:100) de 7.5 um de didmetro
a 37°C. A los 30 y 60 min las preparaciones se fijaron con
glutaraldehido, se lavaron con PBS y las esferas ingeridas
se contaron en el microscopio dptico en 100 amibas al azar.
Se obtuvieron promedios de esferas por amiba para cada

tiempo.
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Actividad de lectina de las clonas deficientes en
adhesidn a eritrocitos.

Kobiler y Mirelman (1981), describieron la presencia de
una actividad de lectina en E. histolytica, basados en que
los extractos amibianos producen fuerte aglutinacidn de
eritrocitos. Esta actividad puede estar implicada en la
adhesidn de las amibas a los eritrocitos humanos. Una
posibilidad seria que las clonas obtenidas de la subpoblacidn
SA 27, estuvieran afectadas en los factores responsables de
esta actividad aglutinante, por tanto era importante medir
la actividad de lectina de las clonas deficientes en adhesidn

y compararla con la de la cepa silvestre.

La actividad de lectina se determind por hemaglutinacién
de eritrocitos humanos y se reportd como la inversa de 1la
dilucién mds alta de los extractos amibianos que produjo
aglutinacién de eritrocitos humanos. En la tabla II, se
muestra que las clonas deficientes en adhesidn a eritrocitos
humanos fueron también deficientes en actividad de lectina,
va gue el titulo mds alto de aglutinacidén se presentéd en
los extractos de la clona 8 y fue de 16. En cambio, en la
cepa silvestre HM1:IMSS fue de 128. Estos resultados apoyan
la hipétesis de que la lectina amibiana participa en la
adhesidén de la amiba a eritrocitos humanos, tal como fue
reportadeo previamente por Kobkiler y Mirelman (1981), vya quc
esta lectina se encuentra disminuida en las clonas dcficientes

en adhesién.
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PABLA II.

ACTIVIDAD DE LECYINA DE CLONAS

DEFICIENTES EN ADHESION.

CLONA * T/A

HM1:IMSS 128
4 12
5 1
8 16
10 8

* Inversa de la dilucidn més

alta que produjo aglutinacidn.

Diluciones binarias desde 1:2 hasta 1:512 de los
extractos crudos amibianos en solucién amortiguadora de
hemaglutinacién (Materiales y Métodos), se incubaron con
eritrocitos humanos fijados con glutaraldehido al 2.5 %,
durante 1 h a temperatura ambiente, El titulo de
aglutinacién (T.A.) se midid como la inversa de la dilucién

mds alta que produjo aglutinacidén de los critrocitos.
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Adhesidn vy efecto citopdtico sobre células cpiteliales

en cultivo.

Los trofozoitos amibianos se adhieren a un gran nimero
de células de diferente tipo, desde bacterias hasta células
de mamifero; estas Gltimas incluyen desde eritrocitos hasta
células epiteliales. Sin embargon no se sabe si en la amiba
existe mds de una adhesina o si la adhesidén de los trofozoitos
a los diferen£es tipos de células esta dada por la

misma molécula.

Para definir esto, se probd si las clonas obtenidas a
partir de la subpoblacién SA 2  presentaban, también,
deficiencia para adherir células epiteliales de la linea
MDCK. Los trofozoitos de las clonas deficientes en adhesidn
a eritrocitos humanos se incubaron por 15 min con las células
MDCK fijadas con glutaraldehido, como ya se describid en la
seccién de Materiales y Métodos. La tabla III muestra que
las clonas deficientes en adhesién, presentaron también
deficiencia para adherirse a las células epiteliales, pues
mientras que la cepa silvestre HM1:IMSS presentd un 80% de
adhesidn, las clonas deficientes en adhesidén a eritrocitos
tuvieron un porcentaje de adhesidn del 45, 35 y 30%, lo que
indica que adhiriercon alrededor del 50% menos que la  cepa

silvestre.

Por otra parte, en la misma tabla III, se muestra que

el efecto citopdtico sobre las células epiteliales de 1la



TABLA III

wi

ADHESION Y EFECTO CITOPATICO SOBRE CELULAS

EPITELIALES EN CULTIVO.

CLONA % ADHESION $ EFECTO CITOPATICO
HM1: IMSS 80 + 8 100

4 35 + 7 45 + 10

5 30 + 9 42 + 12

8 45 + 10 48 + 6

10 30 + 10 35 + 8

Monocapas celulares de la linea MDCK se

trofozoitos de las <clonas deficientes en

inc

ubaron con

adhesidén a

eritrocitos en una relacién 1:1. La adhesidn se 1llevd a

cabo durante 10 min a 37°C y el efecto citopdtico 1 h a

37°C como ya se describiéd en Materiales

Se obtuvieron los porcentajes respectivos.

y

Métodos.
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1inea MDCK por las clonas deficientes en adhesidn fue
significativamente menor que el que mostrd la cepa silvestre.
Todas las clonas presentaron un porcentaje de destruccidn de
las monocapas menor del 50%. Estos resultados sugieren gue,
para quc se lleve a cabo la destruccidn eficiente de las
monocapas celulares por los trofozoitos amibianos, es
necesario que la adhesidén se realice eficientemente. Esto
apoya los datos reportados en relacidén a que la adhesién es
un fendémeno previo a la destruccidén de la célula blanco

(Ravdin y col. 1980; Orozco, 1981).
Virulencia de las clonas deficientes en adhesiodn.

Como sc sabe, la virulencia de las cepas amibianas es
un fendmeno determinade por una serie de factores y
propiedades de superficie, algunas de las cuales han sido
estudiadas por diferentes autores (Trissl y col.; 1977;
Kobiler y Mirelman, 1981; Orozco, 1981). En particular, como
se dijo anteriormente, la presencia de lectinas, la adhesidn
y la eritrofagocitosis se han relacionado directamente con
la virulencia "in vivo" de los trofozoitos. A partir de estas
consideraciones se esperaba que las clonas deficientes en
adhesién, fagocitosis y actividad de lectina, presentaran
también deficiencia para producir abscesos en animales de
experimentacidén. Por tanto, se procedid a caracterizar la
virulencia "in vivo" de las clonas deficientes en adhesidn a
eritrocitos. Esta se midié por inoculacidén intraportal de
los trofozoitos en hdmsteres jévenes. A los 8 dias post-

inoculacidn, los hdmsteres se sacrificaron, se extrajo el



TABLA 1IV.

VIRULENCIA DE CLONAS DEFICIENTES EN ADHESION A

ERITROCITOS HUMANOS.

CEPA HAMSTERES CON ABSCESO CARACTERISTICAS
HAMSTERES INOCULADOS % DE LOS ABSCESOS

HM1:IMSS " 9/10 90 Generalizados
4 5/ 6 83 2 generalizados

3 microabscesos

5 "3/ 5 60 2 generalizados
1 microabsceso

8 2/ 6 30 2 microabscesos

10 3/ 6 50 1 generalizado
2 microabscesos

Para medir la virulencia de 1las clonas, 2.5 X 105
trofozoitos se inocularon intraportalmente en hamsteres.
Los animales se sacrificaron a los 8 dias, se extrajo el
higado y se registrd el porcentaje de animales con abscesos
hepdticos, asi como sus caracteristicas. Se inocularon 10
hdmsteres con la cepa silvestrey 5 o 6 con las clonas

deficientes en adhesidn.

83
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higado y los abscesos se cuantificaron tomando en cuenta su
cantidad y tamafio, clasificdndose arbitrariamente como
abscesos gencralizados cuando cubricron gran parte de la
superficie del higado, cn abscesos medianos los que cubrian
pequeflas porciones de higado, pequefios, los que a simple
vista se observaban como puntos de infeccidn; y microabscesos,

los que sdlo con lente de aumento fue posible localizarloes.

En la tabla IV se muestran los resultados obtenidos en
los ecnsayos de virulencia para cada una de las c¢lonas
deficientes en adhesidn. La cepa silvestre HM1:IMSS, prudujo
abscesos gencralizados en las tres cuartas partes del higado
y el 90% de los hdmsteres inoculados presentaron abscesos
hepaticos amibianos. Las clonas deficientes en adhesién,
mostraron cn gencral menor nimero de abscesos y en menor
nimero de animales, aunque se obtuvieron algunos generaliza-
dos, pero en su mayorfa fueron microabscesos. Sin embargo,
en la clona 4 el 83% de los hdmsteres presentaron abscesos,

aungue éstos fueron en su mayoria microabscesos.

En conclusidon, las clonas deficientes en adhesidn
obtenidas en el presente trabajo, aisladas a partir de la
cepa silvestre HM1:IMSS, resultaron ser deficientes también
en eritrofagocitosis, en el efecto citopdtico sobre monocapas

en cultivo y en virulencia, lo cual indica que cxiste una

relacién directa entre la adhesidn y la virulencia. Rstas
clonas también resultaron ser deficientes on la  actividad
de lectina, lo que sugicre que las moldculas responsablos de

esta actividad, participan en la adhesién a la célula blanco.
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~~Interaccidén con bacterias.

Se ha sugerido que las bacterias Jjuegan un papel
importante en el cambio de conducta de los trofozoitos de
E. histolytica de no invasivos a invasivos y viceversa. Esta
hipétesis es apoyada por los estudios de varios investigadores,
quienes han encontrado que la virulencia de las cepas
amibianas se incrementa cuando los trofozoitos se cultivan
por periodos largos con cierto tipo de bacterias (Westphal,
1937; Wittner y Rosembaum, 1970; Bos y llage 1975). No se
sabe a qué se debe esta capacidad de algunas bacterias para
aumentar la virulencia amibiana. Una posibilidad podria ser
gue las bacterias, al adherirse a moléculas de la superficie
de la amiba, cstimulen su fagocitosis o su actividad litica,

o bien que, al ser ingeridas por los trofozoitos, les
proporcionen a éstos ciertos metabolitos que activen algunas
funciones relacionadas con la virulencia. Ademds las amibas
cultivadas axénicamente, al asociarse c¢on bacterias por
periodos cortos, incrementan su virulencia. Bracha y Mirelman,
(1984), reportaron que la incubacidén de trofozoitos de la cepa
HM1:IMSS con bacterias E. coli cepa 055 por periodos de 30
min, aumenté la capacidad de aquellos para destruir monocapas
celulares en cultivo. Sin embargo, no sc sabe si este afaclo
es producido sélo sobre algunas cepas de E, histolytica, o
si es un efecto generalizado. Tampoco se sabe si el efecto
de las bacterias se reduce a la activacidn del efecto

citopdtico de los trofozoitos, o también se activan la
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jcfifréfdgocitésis, la vifuien;iarrﬂig_ vivo" y el efecto
citot6xico de E. histolytica. Por tanto, es necesario
realizar mayores esﬁudios que ayuden a conocer los factores
tanto de la bacteria como de los trofozoitos que participan

en el proceso de activacién de la virulencia amibiana.
Dosis absceso media.

Antes de estudiar el efecto de las bacterias sobre la
virulencia "in vivo" de E. histolytica, se realizaron
cxperimentos de inoculacién intraportal de hamsteres con
trofozoitos de varias cepas y clonas de E. histolytica, con
el objeto de:

a) Obtener datos que permitieran establecer 1la dosis

abseceso media de las cepas amibianas, y
.b) Para conocer si la produccién de abscesos hepdticos

amibianos en los himsteres era dependiente del ndmero E

de trofozoitos inoculados.

Para estos experimentos, se eligieron cepas y clonas

con diferentes propiedades de virulencia:

a) La cepa HM1:IMSS que es altamente virulenta y fagocitica,

b) La cepa HKY9 de virulencia y fagocitosis atenuada, y

c) La clona L-6 avirulenta y deficiente en fagocitosis
{Tabla V).

Los resultados de los experimentos de medicidn de la

virulencia "in vivo", fueron reproducibles e inesperados.

5

Se ha descrito que se requieren 2.5 X 10° trofozoitos de la



TABLA V.

PROPIEDADES DE VIRULENCIA Y ORIGEN DE VARIAS CEPAS Y CLONAS DE E. histolytica.

CEPA ADHESION FAGOCITOSIS VIRULENCIA DATOS DE REFERENCIA
AISLAMIENTO
HM1:IMSS eficiente eficiente alta disenteria De la Torre y col.
(1971)
Clona A eficiente eficiente alta de HM1:IMSS Orozco (1981)
Clona L-6 eficiente deficiente avirulenta de HM1:IMSS Orozco (1981)

Clona 23 deficiente deficiente atenuada de HM1:IMSS Rodriguez (1985)

HK9 :NIH eficiente deficiente atenuada disenteria Diamond (1968)
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cépa IM1:1MSS, para lograr producir abscesos hepaticos ©n ol
“100% de los hdmstores inoculados (Tsutsumi y. col., 1984;
Orozco y col., 1985). l.os roesultados obtenidos de los
experimentos realizados en esta tesis, corroboraron lo
anterior. Sin embargo, se encontrd que con indculos tan
bajos como 1.25 X 103 trofozoitos de la cepa HM1:IMSS el 25%
de los animales inoculados presentaron abscesos hepdticos vy
con 1.25 X 104, se presentaron abscesos en el 79% de 1los
animales (Fig. 7). Lo sorprendente de estos experimentos fue
que cuando se inocularon 2 X 104 trofozoitos por hdmster, es
decir un orden de magnitud mds que el necesario para dar
abscesos en el 79% de los animales, el porcentaje de animales
que desarrollaron abscesos hepdticos bajo hasta 12%, para
subir«de nuevo a 28% cuando se utilizaron 5 X 104 trofozoitos
y a 58% con 105. A partir de este tltimo indéculo, el nidmero

de animales que presentaron abscesos, aumentd hasta llegar al

90%; este porcentaje se alcanzd cuando se inocularon 2.5 X 10S

trofozoitos en cada uno de los animales. Estos resultados
muestran un comportamiento bimodal, de 1los que se pueden

obtener cuando menos dos dosis absceso medias, una con un

3

inéculo de 5 X 10 trofozoitos y 1la otra con 8.5 X 104

trofozoitos, también se observan dos picos de alta

agresividad, uno con 1,25 X 104 trofozoitos y la otra con

4

8.5 X 10° trofozZoitos. Este comportamiento bimodal mostréd

dos picos de alta agresividad, uno con indculo de 1.25 X ]04
y el otro con 2.5 X 105 trofozoitos y se determinaron cuando

. . . g 3
menos dos dosis absceso medias,una con un indculo de 5 X 10




89

y la otra con 8.5 X 104 trofozoitos. Los abscesos producidos
por los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS, fueron grandes o
generalizados, de acuerdo a la nomenclatura que se establecid

previamente.

La curva bimodal que se obtuvo cuando se graficaron los
resultados de los experimentos realizados con la cepa
HM1:IMSS, se repitid con la cepa HK9, aunque los indculos
utilizados para esta cepa fueron mayores (Fig. 7). Cuando se
inocularon 9 X 104 trofozoitos de la cepa HK9, el 12% de
animales dieron abscesos y, cuando se aumentdé el nimero de

trofozoitos a 2 X 105

, ningdn animal presentdé abscesos. A
partir de este indculo, el nimero de animales con abscesos
hepdticos amibianos aumenté. Asi, wutilizando 3 X 10°
trofozoitos, el 60% de los animales presentaron abscesos vy
con 5 X 10° trofozoitos, el 80%. Al aumentar el indculo a
6, 7, 8y 9 X 10° trofozoitos, el porcentaje bajé linealmente
otra vez, reproduciéndose los datos de los experimentos
realizados con la cepa HM1:IMSS. Como se puede observar,
tambien se obtuvieron dos picos de agresividad para la cepa
HK9, con indéculos de 9 X 104 y 5 X 105 trofozoitos por animal

5 y 6.3 X 106

y dos dosis absceso medias con inéculos de 3 X 10
trofozoitos. En la mayoria de los casos, los ahscesos
originados por los trofozoitos de la cepa HKY9 fueron medianos,

pequefios o puntuales.

En la misma figura se observa que los trofozoitos de la

clona L-6 no produjeron abscesos, aidn cuando se utilizaron
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FIGURA 7.

Activacién de la virulencia mediada por bacterias de

las cepas HM1:IMSS, HK9 y de la clona L-6. Diferentes

inéculos de trofozoitos de la cepa HM1:IMSS (@ - @),
HK9 (A ~A&) y de la clona L-6 (m -®), se inocularon en
hadmsteres jévenes para determinar la virulencia y las dosis
absceso medias. Posteriormente, los mismos trofozoitocs se
incubaron con bacterias E. coli irradiadas hasta completa
inactivacién en relacidén de 1:1000 durante 30 min a 37°C.
Al término de este tiempo, los trofozoitos se inocularon en
hdmsteres por ‘ via intraportal y, a los 8 dias
post-inoculacidn, sc sacrificaron y se cxtrajo el higado
para valorar los abscesos y se obtuvo el porcentaje de
animales con absc¢esos. HM1:IMSS (O - 0), HK9 (& -4), y

L-6 (O -~-0).
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indculos hasta de 9 X 105 trofozoitos por hamster; por

i

'tanto, no fue posible obtener la dosis absceso media con

los indculos probados.
Efecto de las bacterias sobre la virulencia "in vivo".

Con el objeto de estudiar el efecto de las bacterias
E. coli cepa 055 sobre la virulencia de los trofozoitos de
las cepas HM1:IMSS y HK9, asi como de la clona L-6, los
trofozoitos se preincubaron con bacterias irradiadas, antes

de inocularse intraportalmente a los animales.

En la fiqura 7 se muestra que cuando los trofozoitos de
la Eepa HM1:IMSS se preincubaron con bacterias irradiadas,
la virulencia de esta cepa se incrementd en forma lineal, a
partir de indculos de 5 X 104 trofozoitos, hasta 1llegar al
100% de hdmsteres con abscesoc a partir de indculos de 2 X 10S
trofozoitos. Los picos de virulencia no aparecen, sino que
se aprecia una grafica 1lineal con una meseta que se inicia

aproximadamente con indculos de 2 X 105 trofozoitos.

En la misma fiqura se observa que al interaccionar
previamente los trofozoitos de la cepa HK9 con bacterias,
también la virulencia de esta cepa se incrementé linealmente.
Las bacterias aumentaron la capacidad de los trofozoitos para

producir abscesos a partir de 1 X 104

trofozoitos, ya que al
incrementar el indcule hasta 2 X 105, el porcentaje de
hdmsteres con abscesos [uc mayor hasta llegar al 1004. Do

nuevo, el comportamiento bimodal se hizo lineal y se ubtuvo

una curva creciente con una meseta.
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Los trofozoitos de la clona L-6, indujeron abscesos
pequefios en el 25% de los animales inoculados con 9 X 10°

trofozoitos preincubados con bacterias.

Estos resultados, aunque son difficiles de interpretar,
son de interés pordue por primera vez se demuestra que la
virulencia de los trofozoitos es directamente dependiente del
inéculo, sélo en presencia de bacterias. En cambio, para la
clona L-6 no fue posible determinar la dosis absceso media,
dado que con indculos tan altos como 1 X lO6 trofozoitos, no

se produjeron abscesos en ninguno de los animales inoculados.
Efecto de las bacterias en la adhesién.

Con el objeto de definir si las bacterias aumentaban la
eficiencia de adhesién de los trofozoitos a la célula blanco,
probablemente actuando como puente y que este incremento en
la eficiencia de adhesidén fuera el responsable de la activacidn
de la virulencia de la amiba, los trofozoitos de la cepa
HM1:IMSS virulenta y de la cepa HK9 de escasa virulencia, se
preincubaron con bacterias y se midid su eficiencia de adhesidn
a eritrocitos humanos. Como se observa en la Tabla VI no sc
detectd ningin efecto significativo de las bacterias sobre

la eficiencia de adhesidn.

Efecto de las bacterias en la eritrofagocitosis.

Puesto que la eritrofagocitosis es una propiedad bioldgica
de los trofozoitos, la cual participa directamente en

la virulencia de 1las cepas, se midid el efecto de la
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TABLA VI.

EFECTO DE LAS BACTERIAS SOBRE LA ADHESION

DE E, histolytica A ERITROCITOS.

CEPA E/A E/A (preincubacién c/bacterias)
HML:IMSS 8 + 2 9+ 2
HK9 8 +1 10 + 1

E/A = eritrocitos/amiba.

Adhesidén = 5 min, 0°C.

Se midié la adhesién a eritrocitos humanos de los
trofozoitos de dos cepas de E. histolytica de diferente
virulencia, de acuerdo a la técnica descrita en Materiales y
Métodos, previa interaccién de los trofozoitos con bacterias
en relacidén de 1:1000 durante 30 min a 37°C. Los datos de¢ la
primera columna, indican la adhesién y, los de la segqunda

i

columna la adhesidn, previa interaccidn con bacterias.



asociacidn de las bacterias con cepas y clonas amibianas con
diferentes fenotipos de adhesidn, fagocitosis y virulencia.
Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica de 1la cepa HK9
de virulencia atenuada y baja fagocitosis, de 1la clona A
aislada a partir de HM1:IMSS altamente virulenta y fagocitica,
la clona L-6 avirulenta y deficiente en fagocitosis, también
aislada de HM1:IMSS y la clona 23, la cual es deficiente en
adhesién y por consiguiente en fagocitosis, cfecto citopético
y virulencia (Tabla V). Para estos ensayos, los trofozoitos
se incubaron con bacterias E. coli de 1la cepa CR34 en
relacidn de 1:1000, durante 30 min a 37°C vy, al término de
este tiempo, se adicionaron eritrocitos humanos y se continud
la incubacidén durante 5 min a 37°C, para permitir la
eritrofagocitosis. Como control, los trofozoitos de las
mismas cepas y clonas, se trataron exactamente igual, pero

sin agregar las bacterias.

Al incubarse previamente los trofozoitos con bacterias
su actividad eritrofdgica se activd, como se demuestra en la
figura 8. La clona A virulenta y la cepa HK9 de virulencia
atenuada, fuerop las gque mostraron mayor aumento en su
fagocitésis. La clona A virulenta, fagocitd en promedio 6
eritrocitos/amiba y, al interaccionar previamente con
bacterias, los trofozoitos fagocitaron 10 eritrocitos/amiba,
lo que indica que hubo un aumento en la fagocitosis del 66%.
La cepa HK9 de escasa virulencia, ingirid 2.5 eritrocitos/

amiba y cuando se preincubd con bacterias aumentd a 7.5,
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FIGURA 8.

Activacidn de 1la eritrofagocitosis mediada por

bacterias de la cepa HK9 vy de las clonas A, L-6 y 23.

Trofozoitos de la cepa HK9 (A -40), de la clona A (W -4,

de la c¢lona L-6 (D-0) y de la clona 23 (O -0},

interaccionaron previamente con bacterias E. coli de la cepa
CR34 (1:1000) durante 30 min a 37°C. Posteriormante se
incubaron con eritrocitos humanos (1:100) durante 5 min a
37°C; al término de este tiempo, se agregd agua bidestilada
para lisar los eritrocitos no ingeridos, las preparaciones
se fijaron con glutaraldehido y los eritrocitos se
contrastaron con diaminobencidina. Se contaron eritrocitos
ingeridos en 100 amibas al azar y se obtuvo el porcentaje de
activacidén de la eritrofagocitosis, Las barras claras
indican la eritrofagocitosis de los trofozoitos sin haber

interaccionado previamente con bacterias.
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indicando un aumento del 200% en la fagocitosis. La clona
I.-6 avirulenta, fagocitd en promedio 0.8 eritrocitos/amiba
y al contacto previo con las bacterias, mostrd poco aumento
ya que fagocitd 1.5 eritrocitos/amiba, la clona 23 deficicnte
en adhesién a eritrocitos y a bacterias fue la gque menor
activacién prescentd en comparacién con el resto de las cepas
y clonas probadas, ya que fagocitd 2.7 eritrocitos/amiba y,
al interaccionar previamente con bacterias, la fagocitosis

aumentd a un maximo de 3.2 eritrocitos/amiba.

Los resultados anteriores, indican que algunas cepas
bacterianas de E. coli son capaces de activar la eritrofago-
citosis de cepas y clonas de E. histolytica. Esta
activacidn se produjo tanto en las cepas virulentas como en
las de escasa virulencia. Sin embargo, la activacidén de la
eritrofagocitosis fue mayor en la cepa HK9 y menor en
la clona 23; esta Ultima fue seleccionada por su
deficiencia para ingerir bacterias E. coli, lo que podria
sugerir que la adhesidén especifica de las bacterias a la
superficie de la amiba juega un papel importante en
la activacidén de la fagocitosis.

Efecto citopdtico de los trofozoitos en interaccidn
!

con bacterias.
El modelo de cultivos de células epitecliales de 1la
linea MDCK es adecuado para medir en forma cuantitativa la

virulencia de las amibas. Varios investigadores han descrito
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una relacién directa entre la agresividad de las cepas
amibianas y la capacidad de éstas para destruir monocapas de
células en cultivo (Knigth 1977; Orozco y col. 1978; Ravdin
y col., 1980). En esta tesis se midié la velocidad de
destruccidn de la monocapa de células epiteliales de la linea
MDCK, producida pdr los trofozoitos de las cepas HKY9 y de las
clonas A, L-6 y 23 provenientes de la cepa HM1:IMSS, antes y
después de incubarlos con bacterias. En la figura 9 se
presentan los resultados de la destruccidén de las monocapas
celulares originada por los trofozoitos de las diferentes
cepas. La agresividad de 1los trofozoitos reportada para
cada una de las cepas y clonas probadas, sin incubarse
previamente con bacterias, se confirmé. La clona A, virulenta,
presentd mayor capacidad para destruir monocapas celulares,
la cepa HK9, de escasa virulencia, précticamente no destruyd
la monocapa al indculo probado, la clona 23, deficiente en
adhesién, produjo un porcentaje de destruccidn menor que la
clona A, pero mayor gue la clona L-6 y la clona L-6,

avirulenta, mostrd poco porcentaije de destruccidn.

En la figura 9 se observa también el efecto de las
bacterias E. coli de la cepa CR34 sobre la capacidad de los
trofozoitos para destruir monocapas celulares. La monocapa
gue mostrd mayor destruccidn, se tomdé como 100% de efecto de
destruccidn; en este caso fue la clona A previamente incubada
con bacterias. Por tanto, cen base a coste porcentuaje se

calcularon los datos del restc de las cepas y clonas probadas,
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FIGURA 9.

Activacidén del efecto citopdtico mediado por bacterias

de la cepa HK9 y de las clonas A, L-6 y 23. 1X 105

trofozoitos de la cepa HK9 (A -A) y de las clonas
A (M-, L-6 (O -0 y 23 (0 -~ 0), previamente
interaccionaron con bacterias E. coli de la cepa CR34
(1:1000) durante 30 min a 37°C; al término de este tiempo
los trofozoitos se lavaron y se incubaron con las monocapas
celulares de la linea MDCK durante 2 o 3 h a 37°C. Se midié
el grado de destruccién de la monocapa, como se indica en
Materiales y Métodos y se obtuvo el porcentaje de
destruccién de las monocapas celulares. Las barras claras
indican la actividad citopdtica de los trofozoitos solos.
La monocapa que presenté mayor destruccidén, se tomé como

100% de efecto destructivo.
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La clona A sin interaccionar previamente con bacterias vy
utilizando un indéculo de 1 X lOs trofozoitos destruyd el 55%
de la monocapa, en comparacidén con el mismo nimero de
trofozoitos preincubados con bacterias, que aumentaron su
capacidad destructiva hasta 100%. La clona L-6 presentd 20%
dé destruccién de la monocapa celular, pero al interaccionar
previamente con hacterias, este porcentaje aumenté a 33% de
destruccidn. La clona 23 sin haber interaccionado previamentc
con bacterias, 'destruyb el 35.5% de las monocapas y los
trofozoitos de la mismg clona gque interaccionaron con
bacterias, destruyeron el 60%. La cepa HK9, no indujo
actividad citopdtica con este indculo. 8in embargo, al
préincubar los trofozoitos de esta cepa con bacterias, éstos
se activaron y destruyeron el 45.5% de la monocapa celular.
La cepa HK? y la clona A, fueron las gque mayormente se
activaron. Estos resultados nos demuestran que la interaccién
de los trofozoitos con bacterias por tiempos cortos, activa
la capacidad de éstos para destruir las monocapas celulares,
tanto de clonas altamente virulentas, como las de virulencia

atenuada.

"Actividad de toxina" de los extractos amibianos en

interaccidén con bacterias.

Para determinar si las bacterias tenian algiin efecto
sobre la "actividad de toxina" de los extractos amibianos,
se midid el efecto de los extractos celularecs de trofozoitos

de la cepa HK9 y de las clonas A, L-6 y 23, preincubados por
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30 min con bacterias sobre monocapas celulares de la linea
MDCK. Los cdlculos de los porcentajes se realizaron tomando
en cuenta como 100% de destruccidn de la monocapa, a la que
presenté mayor destruccidn, en cuyo caso fue la que estuvo
en contacto con extractos de trofozoitos de 1la clona

A incubados con bacterias.

La figura 10 muestra que todas las cepas y clonas
aumentaron su "actividad citotdxica" cuando se preincubaron
con bacterias. La clona A con fenotipo virulento fue la que
mayor "actividad citotdxica" presentd, en comparacidn con el
resto de las cepas y clonas probadas. Los extractos de los
trofozoitos de 1la clona A sin preincubar con bacterias
destruyeron el 70% de la monocapa de células epiteliales
y, cuando los extractos se obtuvieron después de que los
trofozoitos.se incubaron con bacterias, produjeron 100% de
destruccidn. Los extractos celulares de la cepa HK9, fueron
los que tuvieron menor capacidad para destruir monocapas
celulares en cultivo, ya que sdlo destruyeron el 5% de la
monocapa, pero al preincubar los trofozoitos con bacterias,
la capacidad destructiva de sus extractos aumentd a 22%. La
clona L=-6 avirulenta, sin haber estado en contacto con
bacterias, presentd 18% de destruccidén de la monocapa, sin
embargo, al preincubar los trofozoitos con bacterias, los
extractos celulares destruyeron el 29% de la'monocapa. La
clona 23 deficiente en adhesidén, mostré una "actividad
citotbéxica" del 9.5% y la incubacién de los trofozoitos con

bacterias previo al’ experimento, activé el efecto de los
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FIGURA 10.

Activacién del efecto citotdxico mediado por bacterias

de la cepa HK9 y de las clonas A, L-6 y 23. Los extractos

amibianos de 1 X 10° trofozoitos de la cepa HK9 (A -AQ) vy
de las clonas A (#/-4/), L-6 (O-0) y 23 (0 - 0),
interaccionaron previamente con bacterias E. coli de la cepa
CR34 (1:1000) durante 60 min a 37°. Posteriormente, los
trofozoitos se lavaron y se obtuvieron 1los extractos
amibianos, luego se agregaron a las monocapas celulares, se
incubaron dirante 3 a 5 h a 37°C vy se midid el grado de
destruccidén de la monocapa como se indica en Materiales vy
Métodos. Las barras claras indican la actividad de toxina
de los trofozoitos sin haber interaccionado con bacterias.
La monocapa que presentd mayor destruccidn, se tomé como

100 % de éfecto citotdxico.
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extractos amibianos, ya que éstas produjeron 36% de
destruccién de la monocapa. Como se puede observar, las
cepas y clonas probadas presentaron diferente capacidad de
activacidn de sus extractos para destruir monocapas celuiares

en cultivo.

Efecto de los eritrocitos humanos en el efecto.

citopdtico y citotdxico.

Como control para definir si el efecto activador de las
bacterias sobre la virulencié amibiana era especifico, se
utilizaron eritrocitos humanos en vez de bacterias en los
experimentos de preincubacidén y se midié la actividad
citopdtica y citotdxica sobre monocapas de células en cultive
de ia linea MDCK, como ya se describid anteriormente en

Materiales y Métodos.

Como se demuestra en la Figura 11, los eritrocitos no
aumentaron el efecto citopdtico de los trofozoitos, sino que
lo disminuyeron o lo inhibieron, La clona A, sin haber
interaccionado con eritrocitos, mostrd 64% de destruccidn de
la monocapa y, al interaccionar previamente con eritrocitos
humanos, este porcentaje dism%nuyé hasta 12%, la clona L-6,
de igual manera destruydé el 24 %. de la monocapa celular vy,
al contacto previo con eritrocitos, el porcentaje bajé hasta
hasta 6%. Al medir el efecto citopdtico de la clona 23, se
noté destruccidn del 36% de la monocapa celular, pero al

incubarse previamente los trofozoitos con los eritrocitos
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FIGURA 11.

Efecto citopdtico de los trofozoitos de la cepa HK9 vy

de las clonas A, L-6 y 23 en interaccidn con eritrocitos

humanos. Se midié la citopatogenicidad sobre monccapas de
células en cultivo de 1.5 X 10° trofozoitos de la cepa IHKY
(A -O) y de las clonas A (#/ -//)}, L-6 (O -0) v 23 (T -0);
simulténeamente, trofozoitos de las mismas cepas se
incubaron con eritrocitos humanos en relacidén de 1:100
durante 30 min a 37°C, posteriormente los trofozoitos se
incubaron con las monocapas celulares durante 2 o 3 h y se
midié el grado de destruccién de la monocapa como se indica

en Materiales y Métodos.
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FIGURA 12.

Efecto citotéxico de los extractos amibianos de la cepa

HKY v de las clonas A, L-6 vy 23 en interaccidn con

eritrocitos humanos. Se midid la actividad de toxina sobre

monocapas de células epiteliales de 2 X lO5 trofozoitos de
la cepa HKY9 (A-A) y de las clonas A (//~//), L-6 (O -0) vy
23 (0 -0); al mismo tiempo, se mididé el efecto de¢ los
eritrocitos sobre esta actividad, incubando previamente las
trofozoitos con los eritrocitos durante 60 min en relacidn
de 1:100 durante 30 min, como ya se indicé en la seccidn de

Materiales y Métodos.
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humanos, c¢ste efecto se inhibid, ya que presentd 0% de
destruccién, la cepa HK9 mostrd un efecto semejante, puesto
que destruyé 16 % de la monocapa celular y la incubacidn

con critrocitos inhibidé completamente la destruceidn.

En la figura 12 se demuestra la actividad citotdxica
de los extractos amibianos, probados al interaccionar
previamente con eritrocitos humanos.La cepa HK9 y las clonas
A, L-6 y 23, con diferentes propiedades de virulencia (Tabla
V) no activaron su efecto citotéxico,sino que lo suprimieron
totalmente, indicando 0% de destruccién de las monocapas
celulares, después de haber estado en contacto los trofozoitos

con los eritrocitos.

En conclusidn, se obtuvieron dos dosis absceso medias
para la cepa HM1:IMSS virulenta y la cepa HK9 de virulencia
atenuada, simultdneamente se mostraron dos picos de
agresividad para ambas cepas, aungue para la cepa HK9 se
requirieron indéculos mayores. Por otro lado, al ampliar los
estudios del efecto de las bacterias sobre 1los trofozoitos

.se encontrd que éstas no sélo aumentan la virulencia y el
efecto citopdtico, sino también la eritrofagocitosis y el
efecto citotdxico; sin embargo, la adhesidén de eritrocitos
no es activada por las bacterias. La activacidn deel  ofocte
citopdtico y del efecto citotéxico es eSpecifigo de  las
bacterias, puesto que los eritrocitos humanos no activaron

estas caracteristicas.
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DISCUSION.

La virulencia de- E. histolytica es un proceso
multifactorial en el que participan una serie de propiedades
biolégicas y actividades téxicas y enzimdticas del trofozoito.
Entre éstas destacan la adhesidn, la fagocitosis y el efecto
litico sobre las células blanco (Orozco y col.,1982c¢c; Chadee
y Meerovitch, 1984; 'Tsutsumi y col., 1984; Chevez y col.,
1974; Trissl y col., 1978; Orozco y col.,1980). También se
sabe que el medio ambiente juega un papel importante en 1la
expresidén de la agresividad de los trofozoitos. Entre estos
factores que modulan la virulencia amibiana, se encuentra la
flora bacteriana (Bos y Hage,1975; Wittner y Rosembaum,1970;
Bracha y Mirelman, 1984). El primer paso en la expresién de
la virulencia amibiana parece ser la adhesidén de la amiba a
la célula blanco, seguida de la colonizacidn del tejido, 1la
secrecién de enzimas y/o toxinas que faciliten 1la invasién
tisular, la citolisis y por itltimo la fagocitosis. Algunos
de estos pasos, se ven favorecidos y aumentades por la
interaccién de los trofozoitos con cierto tipo de bacterias,

(Bracha y col., 1982; Bracha y Mirelman, 1984).

Puesto gque 1la adhesidn de los trofozoitos de
E. histolytica a la célula blanco, es uno de los primeros
pasos indispensables en la produccidn del dafio celular, su
estudio es de fundamental importancia en el conoéimiento de

los factores que participan en 1la virulencia amibiana
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(Takeuchi y Phillips, 1975; Mora-Galindo y col., 1978;

Ravdin y Guerrant, 1980; Orozco, 1981; Rodriguez, 1985).

8in embargo, se hd b5sugerido gque 1la adhesidn es
un factor secundario de virulencia, ya que es un evento
indispensable pero no suficiente para que la amiba produzca
cl dafio a la célula blanco. Esta sugerencia se cbhtuvo a
partir del conocimiento de que cepas de diferente virulencia
presentan eficiencia similar de adhesidn (Orozco y «col.,
1985; Rodriguez y Orozco, 1986). Para estudiar el papel de
la adhesidon y la fagocitosis en 1la virulencia de los
trofozoitos, en esta tesis se obtuvieron clonras de
E. histolytica deficientes en adhesidén y se estudiaron sus
propiedades de virulencia‘para determinar si al afectar la
adhesién se alteraba también la fagocitosis, el efecto

citopdtico y la virulencia "in vivo" de los trofozoitos.

Uno de los problemas fundamentales para estudiér los
factores de virulencia de la amiba, es que hasta hace poco
tiempo la mayoria de los experimentos se realizaban con
cepas heterogéneas de E. histolytica. ILa heterogéneidad de
los cultivos de cepas amibianas (Orozco, 1981), pudiera
deberse a que la mayoria de las cepas que se cultivan en el
laboratorio fueron aisladas directamente de pacientes y no
han sido clonadas, por lo tanto no se puede descartar la

presencia de mds de dos cepas en el cultivo.



Por otra parte, durante el cultivo axénico prolongado
de las cepas amibianas se pueden haber producido mutaciones
espontdncas en los trofovoitos, dando como resultado que
cada una de las cepas que se utilizan en el laboratorio sea
una mezcla de trofozoitos con diferentes fenotipos de
virulencia, fagocitosis y otras propiedades. Por lo tanto,
en esta tesis se puso espécial énfasis en estudiar el efecto
de la adhesidén y la fagocitosis en clonas que fueron

aisladas a partir de la cepa HM1:IMSS de E. histolytica.

La estrategia utilizada para analizar el papel de la
adhesién en 1la virulencia de E. histolytica fue el
aislamiento de clonas mutantes espontdneas con deficiencia
en adhesidn. El método de seleccidn de trofozoitos
deficientes en adhesidén a eritrocitos humanos, consistid en
la separacién de los trofozoitos que adhirieron pocos o
ningln eritrocito, utilizando un gradiente discontinuo de
ficoll.Los trofozoitos deficientes en adhesidn se obtuvieron
en las capas superiores del gradiente y se sometieron a una
segunda seleccidn. La eficiencia de 1la obtencidén de
trofozoitos deficientes en adhesidn aumentd al someter a los
trofozoitos de la poblacidén SA 17, al segundo tratamiento vy
obtener la poblacidén SA 2~ . Esta poblacidn SA 27, adhirid
50% del nimero de eritrocitos que adhirid la cepa silvestre

HM1:IMSS.

114
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La subpoblacidn SA 2~ se clond en agar semisélido, con
el fin de obtenexr poblaciones homogéneas. La eficiencia de
formacidn de colonias de esta subpoblacidn, fue ligeramente
mayor que la de la cepa silvestre, lo cual nos indicd que
este método resultd adecuado para el aislamiento de clonas

deficientes en adhesidén a eritrocitos humanos.

Estos resultados indican también que 1la eficiencia de
formacién de colonias en agar semisélido no correlaciona
directamente con la virulencia de las cepas, como lo habian
sugerido Gillin y Diamond {1978), puesto que los trofozoitos
deficientes en adhesién y de escasa virulencia mostraron una
alta EFC y clonas'revertantes de L-6 virulentas presentaron
baja EFC. Por otra parte, habia sido reportado que
revertantes virulentas obtenidas de la clona L-6 avirulenta,
mostraron baja EFC, en comparacidén con la cepa silvestre

HM1:IMSS (Orozco y col., 1983).

De 1la subpoblacién clonada en agar semisdlido se
seleccionaron 20 clonas al azar, se cultivaron en medio
liquido y se caracterizaron. El 20% de las clonas adhirieron
menos del 50% de eéitrocitos humanos, en comparacidén con la
cepa silvestre. Sélo una de las clenas, la clona 6, prescentd
70% de adhesidn. Estos resultados indican que el método
utilizado para obtener clonas de E. histolytica deficientes

en adhesidn, fue eficiente; y por primera vez se reporta un
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método de aislamiento de clonas seleccionadas por su

deficiencia en adhesién.

Recientemente, durante el desarrolloc de este trabajo,
Orozco y col., (1985), describieron el aislamiento de clonas
de la cepa HML:IMSS de E. histolytica deficientes en
eritrofagocitosis. Entre éstas, algunas fueron deficientes
en adhesién. Posteriormente, Rodriguez y Orozco (1986),
obtuvieron pof mutagénesis quimica de la clona A, un
grupo de  mutantes deficientes en eritrofagocitosis
selecéionadas por el mismo método wutilizado por Orozco vy
col., (1985). También en este grupo de mutantes deficientes
en eritrofagocitosis, se encontraron algunas deficientes en
adhesidén. Los resultados de estos autores sugieren que uno
de 1los factores que afectan a 1la fagocitosis de
E. histolytica es la deficiencia de los trofozoitos para
adherirse a la célula blanco. Sin embargo, para comprobar
lo anterior, es necesario demostrar gque todas las clonas
deficientes en adhesién, son deficientes en fagocitosis.
Para esto, resultd adecuado y eficiente el método de
aislamiento directo de trofozoitos deficientes en fagocitosis

reportado en esta tesis.

El grado de eritrofagocitosis de las clonas deficientes
en adhesidén a eritrocitos humanos, fue menor que el de¢ 1la
cepa silvestre HM1:IMSS. A los 10 min de interaccidn, las

clonas presentaron una deficiencia del 50% aproximadamente,
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en comparacién con la cepa silvestre, ya que esta (ltima
fagocitd 12 eritrocitos/amiba y las clonas cbtenidas
fagocitaron en promedio alrededor de 6 eritrocitos/amiba.
Estos resultados dan evidencias de que la adhesidn es un
evento necesario para que se lleve a cabo la fagocitosis, lo
cual corrobora lo sugerido por Orozco y col., (1982b) de que
la adhesidn especifica es un evento indispensable para que

la eritrofagocitosis se realice con eficiencia médxima.

Las relaciones de eritrocitos adheridos/eritrocitos
fagocitados presentados por las clonas deficientes en
adhesidn, sugieren que la deficiencia en fagocitosis es
debido a su deficiencia en adhesidn y no a una deficiencia
en la introduccién de particulas en el citoplasma, puesto
que mostraron una relacién de eritrocitos adheridos/
eritrocitos fagocitados menor que la cepa silvestre HM1:IMSS.
La clona 6 fue la dnica que mostrd una relacidén mayor de 1 y
su adhesién fue menor que la del resto de las clonas, por lo
que se puede pensar que su deficiencia en fagocitosis estd

mds en el proceso de ingestidn que en el de adhesidn.

Para mostrar una evidencia definitiva de que la
deficiencia de eritrofagocitosis de las clonas deficientes
en adhesidén era debida a la incapacidad de los trofozoitos
para adherir especificamente eritrocitos humanos, se
realizaron los experimentos de fagocitosis de esferas de

latex, las cuales carecen de receptores especificos. Los
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resultados mostraron que las clonas deficientes en adhesidn
se comportaron en forma semejante a la cepa silvestre; esto
es, fagocitaron un nimero semejante de esferas de latex.
Esto era esperado, puesto que la fagocitosis de esferas de
14tex implica una adhesidn inespecifica que no es mediada
por receptores, sino por otro tipo de fuerzas, probablemente

electrostaticas.

Se ha encontrado gque en la superficie de los
microorganismos hay proteinas con caracteristicas semejantes
a las lectinas, con especificidad de unidén por ciertos
carbohidratos y que dichas proteinas participan en la
adhesién de los microorganismos patdégenos a las células
blanco. En E. histolytica se han descrito dos actividades
de lectina, una de ellas sensible a 1la inhibicidén por
oligémeros de N-acetilglucosamina (Kobiler y Mirelman 1980)
y otra sensible a N~acetilgalactosamina (Ravdin y Guerrant
1981); por tanto, se determind la "actividad de lectina" de
las clonas amibianas deficientes en adhesidén a eritrocitos
humanos para ver si tenian afectada la molécula responsable
de la actividad hemaglutinante y se encontrd que todas las

"clonas deficientes en adhesién, fueron también deficientes
en actividad de lectina. Estos resultados sugieren que las
lectinas descritas por Kobiler y Mirelman (198l) y por
Ravdin y col., (198l1), podrian participar en la adhesién de
la amiba a eritrocitos humanos; sin embargo, serd necesario

hacer experimentos de incubaciédn con carbohidratos Y
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purificacién de las lectinas para definir cudl de ellas, o

si las dos estdn implicadas en la adhesidn.

Posteriormente, se probd si las clonas deficientes en
adhesion a eritrocitos humanos, presentaban también
deficiencia para adherir células epiteliales de 1la linea
MDCK y se encontré‘que las clonas deficientes en adhesidn a
eritrocitos, presentaron también deficiencia para adherirse
a monocapas de células epiteliales, pueéto que adhirieron
50% menos que la cepa silvestre. Estos resultados sugieren
la posibilidad de que la adhesina amibiana que participa en
el contacto especifico de los trofozoitos a eritrocitos
humanos, participe también en la adhesién a células

epiteliales.

Simultdneamente, mediante un ensayo rdpido y sencillo
para medir la agresividad de los trofozoitos "in vitro" se
determind el efecto citopdtico de las clonas deficientes en
adhesién a eritrocitos, sobre monocapas de células
epiteliales de la linea MDCK (Orozco y col., 1978) y se
encontrd que todas las clonas deficientes en adhesidén a
eritrocitos presentaron un porcentaje de destruccidn de las
monocapas menor del 50% en comparacidn con la cepa silvestre
HM1:IMSS; por lo que, con estos resultados se sugiere que,
para que la destruccién de las monocapas se lleve a cabo
eficientemente por los trofozoitos amibianos, se requiere

que la adhesidén de los <trofozoitos a las monocapas de
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células epiteliales, se lleve a cabo también eficicentemente.

La virulencia de las ccpas amibianas es un fendmeno
determinado por varios factores y propiedades de superficie
entre ellas la adhesién, la presencia de lectinas vy la
eritrofagocitosis se han correlacionado directamente con la
virulencia de los trofozoitos; por tanto, se determiné 1la
virulencia "in vivo", en hdmsteres joévenes de las clonas
deficientes en adhesidén y se encontrd que la virulencia de
las clonas estaba disminuida, ya que las deficientes en
adhesién produjeron en general menor nimero de abscesos v en
bajo nimero de animales de experimentacién, los abscesos
producidos por los trofozoitos de las clonas deficientes en
adhesién, fueron en su mayoria microabscesos en comparacidn
con la cepa silvestre HM1:IMSS, que produjo abscesos
generalizados en las tres cuartas partes del higado en el

90% de los hdmsteres inoculados.

Estos resultados nos indican que existe heterogeneidad
en los trofozoitos de la cepa HML:IMSS en cuanto a su
eficiencia de adhesidén a eritrocitos humanos, ya que fue
posible aislar subpoblaciones amibianas deficientes en
adhesidn. Por otra parte, se encontrd que 1las clonas
seleccionadas también resultaron ser deficientes en
eritrofagocitosis, en su capacidad para destruir monocapas

celulares en cultivo y en la actividad de lectina,
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Es generalmente aceptado que la flora bacteriana tiene
un papel fundamental en el establecimiento de la invasidn
intestinal por E., histolytica y en el mecanismo de agresidn
"in vitro" de este pardsito. Varios autores, entre otros
‘wittner y Rosembaum (1970); Bos y Hage (1975); Bracha vy
Mirelman (1984), han encontrado que la virulencia de los
trofozoitos de E, histolytica cultivados en medio axénico,
se incrementa cuando éstos se reasocian con cierto tipo de
bacterias. Por lo tanto, para ampliar los estudios sobre
el efecto de las bacterias en la virulencia amibiana, en la
segunda parte de esta tesis se hicieron experimentos de
interaccidén de los trofozoitos con bacterias E. coli cepa
CR34 o 055 y sc estudid el efecto de esta asociacidén sobre
diversas propiedades y actividades bioldgicas de varias
cepas y clonas de E. histolytica, las cuales fueron

seleccionadas por sus diferentes fenotipos de virulencia.

Como primera instancia, se determind el efecto de las
bacterias sobre la virulencia "in vivo" de los trofozoitos,
para lo cual antes fue necesario obtener la dosis absceso
media de cada una de las cepas utilizadas. Para tal efecto,
se escogieron tres diferentes cepas de E., histolytica, la
cepa HM1:IMSS, virulenta, 1la cepa HK9 de virulencia
atenvada y la clona L-6, avirulenta y se inocularon

intraportalmente en hamsteres jdévenes.
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Los resultados de ¢stos experimentos, corroboran que
se requicren 2.5 X 10” trofozoitos de la cepa HM1:1MSS para
producir abscesos en el 90% de los hdmsteres inoculados,
sin embargo, se encontrd que con indculos tan bajos como
1.25 X 103, el 25% de los animales presentaron abscesos. Al
aumentar el inéculo para obtener la dosis absceso media, se
obtuvo una respuesta bimodal de la que se obtuvieron cuando
menos dos dosis absceso medias, una con un indculo de 5 X 103
y la otra con 8.5 X 10? trofozoitos. Simulténeamente, se
obtuvieron dos picos de alta agresividad, en los que con un
indéculo de 1.25 X 104, se produjeron abscesos en el 79% y el
otro con 2.5 X 105 trofozoitos los cuales indujeron abscesos
en el 90% de los animales inoculados. No se determind si el
segundo pico de agresividad de la cepa HM1:IMSS bajaba al
aumentar el indéculo, como en el caso del primer pico pero
recientemente; se ha encontrado que la clona A obtenida a
partir de la cepa HM1:IMSS, también altamente virulenta,
produce un mayor numero de abscesos con 2.5 X 105 gque con
5 X 105 células. Sin embargo, no se sabe cudl es la razén
de este tipo de comportamiento, puesto que 1lo 1légico seria
pensar que la virulencia fuera directamente proporcional al

inéculo.

La cepa HKS de virulencia atenuada, mostrd un
comportamiento similar al de la cepa HM1:IMSS, aunquc para

originar abscesos en los animales se utilizaron indculos
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"mayores, lo cual estd en correlacidén con su menor grado de
virulencia. También se obtuvieron para esta ccpa dos dosis
absceso medias, pero con indculos mucho mayores; wuna con
3 X 10° y otra con 6,3 X 10° trofozoitos y dos picos de
virulencia, uno de baja virulencia con 9 X 104 trofozoitos
en el que 12% de los hémsteres presentaron abscesos y otro
con indculos de 5 X 105 trofozoitos por animal; con este
inéculo, el 80% de los animales tuvieron abscesos. Los
abscesos obtenidos por la cepa HM1:IMSS, fueron grandes
o0 generalizados, en cambio para la cepa HK9, en la mayoria
de los casos, los abscesos fueron medianos, pequefios o

puntuales.

La clona L-6 avirulenta no produjo abscesos ain cuando
se utilizaron inéculos hasta de 9 X 10° trofozoitos; por
tanto, no fue posible obtener dosis absceso media con los

inéculos probados.

Estos resultados comprueban que la cepa HM1:IMSS es
altamente virulenta, la cepa HK9 de virulencia atenuada vy

la clona L-6 avirulenta.

Al evaluar el efecto de las bacterias E. coli sobre la
virulencia "in vivo" de las cepas HM1:IMSS, HK9 y de la
clona L-6, se encontéé que los trofozoftos de las cepas
HM1:IMSS y HK9, preincubados con bacterias inactivadas por

tiempos cortos, aumentaron su virulencia en grado
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considerable. La virulencia de 1la cepa HM1:IMSS, se
incrementé en forma lineal, a partir de indéculos de 5 X 10
trofozoitos hasta llegar a obtener un 100% de hdmsteres con

absceso, cuando se usan indculos de 2 X 105

amibas
preincubadas con bacterias. La virulencia de la cepa HK9Y,
también se incrementd cuando los trofozoitos se preincubaron
con bacterias, a partir de indculos de 1 X 104, hasta llegar
también a producir el 100% de hamsteres con abscesos a

partir de indculos de 2 X 10°

trofozoitos. La clona L-6, al
interaccionar previamente con bacterias, produjo sdlo
abscesos pequefios en el 25% de los animales, con indculos

tan altos como 9 X 105

trofozoitos.

Por tanto, la cepa HM1:IMSS, virulenta y la cepa HK9Y
de virulencia atenuada, al inocularse en los animales,
mostraron un comportamiento similar, sin bacterias, este
comportamiento es bimodal y se obtuvieron dos picos de
virulencia y dos dosis absceso medias, pero al‘inocularse
los trofozoitos preincubados con bhacterias irradiadas por
poco tiempo, se encontr® gque la virulencia de los
trofozoitos, aumentd y presentd un comportamiento lineal
con el que se obtuvo el 100% de hamsteres con absceso en

ambas cepas, a partir de 2 X 105 trofozoitos por animal.

La fagocitosis es un fendmeno complejo, en el que
participan varios eventos: el primero de 4é&stos, es la

adhesidén a la célula blanco. Por tanto, en esta tesis
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ge midié la eficiencia de adhesién de los trofozoitos a
eritrocitos humanos después de preincubar a los trofozoitos
con bacterias, para determinar si habfa aumento en la
eficiencia de adhesidén y por tanto, la activacién que se
observa después de preincubar a los trofozoltos con las
bacterias, pudiera ser una consecuencia del aumento de la
eficiencia de adhesidén. Sin embargo, en estos experimentos
no se detectdé ninguin efecto de las bacterias sobre 1la
adhesidn de los trofozoitos de la cepa HM1:IMSS y HK9, ya
que ambas adhirieron el mismo nimero de eritrocitos humanos
cuando se preincubaron con bacterias y cuando se hizo el

experimento sin preincubar.

Al determinar el efecto de la preincubacidén con las
bﬁcterias sobre la eritrofagocitosis, de la cepa HK9 vy de
las clonas A, L-6 y 23, se encontrd que la fagocitosis se
activé, tanto en los trofozoitos virulentos, como en los de
virulencia atenuada, ya que la clona A activd su
eritrofagocitosis 66% y la cepa HK9, hasta un 200%. Las
clonas L-6 avirglenta y la 23 deficiente en adhesidn,
fueron 1a§ que meﬁor activacidén presentaron; en particular,
la ¢lona 23, la cval sélo se activd 18%, lo gue concuerda
con el método de aislamiento que se usd para seleccionarla,
ya que fue seleccionada por su deficiencia para ingerir
bacterias E. coli, Esto sugiere que la adhesidn especifica
de las bacterias a la superficie de la amiba, es importante

en la activacidén de la fagocitosis, aunque las bacterias no
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tuvieron efecto sobre la eficiencia de adhesidén de los
trofozoitos. Los factores responsables de esta activacidn
"in vitro" se desconocen y no se sabe si tienen relacidn
con los que aumentan la virulencia "in vivo" de los
trofozoitos. Sinvembargo, dada la relacidn que existe entre
la velocidad de fagocitosis de 1los trofozoitos y 1la
" virulencia de las cepas amibianas, es probable que el
mecanismo de activacidén de la virulencia que se dispara
al contacto con las bacterias, aumente otras propiedades
relacionadas con ésta, como la fagocitosis vy efecto

citopdtico.

Se determind el efecto del mismo tipo de bacterias
sobre la capacidad de los trofozoitos de la cepa HK9 vy de
las clonas A, L-6 y 23, para producir dafio sobre monocapas
de células epiteliales en cultivo, para lo cual también se
incubaron 1los trofozoitos con las bacterias, antes de los
ensayos. Los resultados mostraron que en estas condiciones
el efecto citopdtico de los trofozoitos también aumentd, La
capacidad destructiva de la cepa HK9 de virulencia atenuada
se elevé considerablemente, pues los trofozoitos de esta
cepa sin incubar con bacterias no destruyeron las monocapas
y, cuando se preincubaron con las bacterias, la destruccidn
de la monocapa fue de 45%. La clona A, virulenta, en
presencia de bacterias, incrementé su efecto citopdtico
aproximadamente 80%, la clona L-6 avirulenta mostrd el 65%

de aumento en la destruccidén de la monocapa. La clona 23,
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también intensificdé esta actividad hasta en un 60%. Por
tanto, las bacterias E. coli son capaces de activar cl dafio
que producen los trofozoitos de diferentes cepas y clonas
con diversas propiedades de virulencia como es la
fagocitosis. La activacidn del efecto citopatico en las
clonas y cepas, parece no tener relacién directa con la
activacidén de la fagocitosis, ya dque los trofozoitos se
activaron de manera diferente en las diversas propiedades

bioldgicas medidas.

Para ampliar los estudios del efecto de las bacterias
sobre la virulencia de los trofozoitos también se determind
el efecto citotdxico de los extractos amibianos de la cepa
HK9 y de las clonas A, L-6 y 23, previa interaccidén con
bacterias E. coli CR34. De estos experimentos, se encontrd
que las bacterias también activaron notablemente la
"actividad citotéxica" en todas las cepas y clonas probadas
aunque en diferente grado. La cepa Hk9 aumentd la capacidad
destructiva de sus extractos, hasta én un 300%, la clona A

42.8%, la clona L-6 66% y la clona 23 el 300%.

Estos resultadoes concuerdan con los ya descritos por
Bracha y Mirelman, (1982), respecto a que las bacterias

Escherichia coli muestran un efecto activador de la

virulencia de los trofozoitos.
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para definir si estc efecto activador cra especifico de
las bacterias, se utilizaron eritrocitos humanos en lugar de
bacterias, en las incubaciones previas a los ensayos de
efecto citopdtico y citotdxico. Los resultados de estos
cxperimentos, mostraron que los eritrocitos humanos no
presentaron activacién alguna en el efecto citopdtico ni en
el citotéxico. Esto indica que la activacidén de 1la
virulencia amibiana es especifica de cierto tipo de
bacterias y que no cualquier célula, es capaz de activarla.
Por otra parte, una explicacién probable a 1los resultados
de estos experimentos, es que los trofozoitos que
interaccionaron con los eritrocitos, ya se encontraban
llenos de éstos y, al ponerse en contacto c¢on la monocapa
celular ya no eran capaces de fagocitar células epiteliales,
En el caso del efecto de los extractos amibianos sobre la
monocapa, es proﬁable Que, durante la incubacién de los
trofozoitos con los eritrocitos, éstos disminuyeran sus
niveles de enzimas y proteasas y saturaran los receptores
de la amiba, por lo que los exttractos ya no produjeron

destruccidén alguna.

En conclusién, en esta tesis se demuestra que la
interaccidn previa de los trofozoitos con bacterias vivas
E. coli de la cepa CR34, activan la capacidad eritrofdgica,
el efecto citopdtico y la "actividad citotéxica" de los
extractos amibianos probados. Esta activacién se presentd,

tanto en los trofozoitos de cepas virulentas, como en las
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cepas avirulentas y de virulencia atenuada a tiempos cortos

de interaccidn.

Ademds, se encontrd que la adhesidén nc se incrementd
cuando se preincubaron los trofozoitos con las bacterias,
lo que indica que la adhesién, por si misma, ne es la
responsable del aumento de la virulencia, sino que ésta es
activada por algin otro mecanismo.

Por otro lado, se mostrd que la presencia de bacterias
inactivadas por irradiacién E. coli cepa 055, también
estimulan la agresividad de E, histolytica, ya que en los
experimentos de virulencia "in vivo", se observd que la
agresividad de los trofozoitos con diferente fenotipo de
virulencia, también aumenta grandemente, como se demostrd
con la cepa HM1:IMSS y HK9. También se observé que la
virulencia de los trofozoitos medida en hédmsteres jdvenes,
es directamente dependiente del indculo s6lo en presencia
de bacterias y, cuando éstos no interaccionan con los
trofozoitos, el comportamiento agresivo de las amibas no
muestra una dependencia lineal del inédculo, sino que es
bimodal. Se obtuvieron dos picos de agresividad y dos dosis
absceso medias para ambas cepas, aunque para la cepa HK9 se

requirieron inéculos mayores.
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Estos resultados, nos sugieren que la fagocitosis de

bacterias E. coli de la cepa CR34 o 055 producen un aumento

en la agresividad de los trofozoitos de

E. histolytica,
tanto en trofozoitos virulentos como de virulencia atenuada.
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CONCLUSIONES.

A partir de, los resultados obtenidos en este trabajo,

se puede concluir lo siguiente:

1) Exite heterogencidad en los trofozoitos de la cepa
HM1:IMSS en cuanto a su eficiencia de adhesidn a
eritrocitos humanos, ya que fue posible aislar

subpoblaciones amibianas deficientes en adhesidn.

2) El método de los gradientes de ficoll utilizado para el
aislamiento de trofozoitos deficientes en adhesidn,
resulto adecuado, ya que se logrd obtener una
subpoblacidn de trofozoitos, deficiente en adhesidn a
eritrocitos en mads del 50%, en comparacidén con la cepa

silvestre.

3) La adhesidn especifica de los trofozoitos a eritrocitos
humanos es un evento necesario para que los trofozoitos
lleven a cabo eficientemente los procesos de
eritrofagocitosis y de destruccidn de los epitelios en
cultivo, puesto que los trofozoitos deficientes en
adhesién  resultaron sér también deficientes en
fagocitosis y en su capacidad para destruir monocapas
celulares en cultivo de la linea MDCK, por 1lo que se
aportan nuevas evidencias para afirmar que la adhesién
especifica de los trofozoitos a la célula blanco, es un

prerrequisito en el mecanismo de agresién de

E. histolytica.
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La actividad de lectina también se encontrdé disminuida
cn  las clonas deficientes en adhesidn, lo cual

correlaciona con la eficiencia de adhesidn.

Se obtuvieron dos dosis abscesos medias para la cepa

HM1:IMSS virulenta y la cepa HK9 de virulencia atenuada.

SimultiAneamente, se obtuvieron dos picos de agresividad
para ambas cepas, aunque para la cepa HK9 se requirieron

indéculos mayores.

Las bacterias mostraron un efecto activador de la

virulencia de E. histolytica "in vivo" y sobre su

eritrofagocitosis, efecto citopdtico y actividad

citotdxica.

Las bacterias no incrementaron 1la adhesidn, lo que
indica que ésta, por si misma, no es la responsable del

aumento de la virulencia.

La activacién por bacterias, se presenté tanto en

trofozoitos virulentos como de virulencia atenuada.

La activacidn del efecto citopdtico y citotdxico es
especifica de cierto tipo de bacterxrias, puesto que los

eritrocitos humanos no activaron estas propiedades.
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APENDICE

Penicilina G sddica cristalina.

Penicilina (Lakeside)

Agua bidestilada

Estreptomicina S.

Estreptomicina (Lakeside)

Agua bidestilada

Suero bovino completo.

Estreptomicina

Mezcla de vitaminas (Diamond)
Penicilina

Suero bovino descomplementado

(Biofluids)

Medio TYI-S5-33 (Diamecnd y col. 1978).

Acido ascdrbico

Biosate (digerido pancredtico)
Cisteina

Citrato férrico

Cloruro de sodio

Dextrosa

Fosfato de potasio dibdsico

1X10°v

20.0 ml

1.0 g
14.0 ml

0.5 ml
20.0 ml

0.5 ml

100.0 ml

23.6 mg
2.0 g
10.0 g

1.0 ¢
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Foslato de potasio monobdsico 0.6 g

Agua desionizada : 840.0 ml
. [ \

pH 6.8

Medio TYI-S-33 completo.

Suero bovino completo : 2.0 ml

Medio TYI-S-33 , 10.0 ml

Glutaraldehido 2.5 %.

Glutaraldehido 25 % 10.0 ml

Solucién amortiguadora de fosfatos 90.0 ml

Solucidn salina 0.85 %.

Cloruro de sodio 8.5 g

Agua bidestilada 1000.0 ml

Solucién Alsever (Garvey y col., 1977).

Acido citrico 0.55 g
Citrato de sodio 8.0 g
Cloruro de sodio 4.2 g
Dextrosa 20.5 g
Agua bidestilada 1000.0 ﬁl

pH 6.1
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Solucidén salina amortiquadora de fosfatos (PBS).

Cloruro de potasio 0.2 ¢
Cloruro de sodio 8.0 g
_Fosfato de potasio monobdsico 0.2 g
Fosfato de sodio dibdsico 1.15 g
Agua bidestilada 1000.0 ml
pH 7.0

Medio Eagle Modificado por Dulbecco (Eagle, 1959),

Medio Eeagle modificado por Dulbecco

(Gibco) 20.0
Bicarbonato de sodio 2.2
Agua bidestilada 1000.0

Medio Eagle Modificado por Dulbecco completo.

Estreptomicina‘ 13.0
Penicilina 1000.0
Suero de ternera descomplementado l0.0
Medio Eagle Modificado por Dulbecco 100.0

Medio de Luria {(Maniatis y col., 1982).

Bacto triptona 10.0
Extracto de levadura 5.0
Cloruro de sodio 10.0

ml

mg

ml

ml
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Agua bidestilada 1000.0 ml

pH 7.5

Medio de conservacidn de cepas bacterianas

(Maniatis y col., 1982).

Bacto agar (Difco) 0.75 g
Caldo nutritivo (Difco) 6.90 g
Cloruro de sodio ' 0.50 g
Agua bidestilada 1000.0 ml

Solucién ‘amortiquadora 2 amino, 2 metil propanodiol.

2 amino, 2 metil propanodiol (1,3) 5.25 g
Agua bidestilada 1000.0 ml
pH 9.7

Solucidén para Tincidn de Novikoff (Novikoff y col., 1972).

3,3' diaminobencidina (Sigma) 0.02 g
Perdéxido de hidrdgeno 30 % 0.07 ml
Solucién amortiguadora 2 amino,

2 metil propanodiol 10.0 ml

Solucidn salina amortiguadora de fosfatos 50 mM.

Cloruro de potasio 0.2 g

Cloruro de sodio 8.0 g



e LB Nk e e e LR

Ry

Fosfato de potasio monobdsico 6.8
Fosfato de sodio dibésico‘ 7.0
Agua bidestilada 1000.0
pH 5.7

Solucién amortiquadora de hemaglutinacidn.

Beta-mercaptoetancl 1 mM 5.0
Fluoruro de fenil metil sulfonil 5 mM 1.0
Solucidn salina amortiguadora de

fosfatos 50 mM - 1.0

pH 8.7

Solucidén amortiquadora de boratos.

Acido bbérico 0.2 M 80.0
Tetraborato de sodio 0.05 M 120.0
PH 8.7

Solucién de azul de metileno.

Azul de metileno 1.0

Solucidén amortiguadora de boratos 100.0

ml

nl
nl

ml

ml

ml

ml
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