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Resumen

Algunas cepas de L. fiistolylica resisten la lisis mediada por complemento.
Las diferencias en la resistencia al complemento en L. Iiistolytica no radican en la
activacion del sistema, sino en el manejo del complejo de ataque a membranas
(MAQ). El objetivo de esle trabajo fue investigar los posibles mecanismos de
resistencia de E. histolytica al complemento. Prepémnms la cepa resistente a suero
humano (R) cultivando la cepa HM1: IMSS susceptible (S) en medio adicionado
con suero. La diferencia en la lisis entre ambas poblaciones fue del 50%. La
posibilidad de que la resistencia se debiera a la capacidad de las amibas R de
ingerir los complejos de ataque a membranas fue probada por fraccionamiento
subcelular de amibas de ambas cepas incubadas con suero adicionado con el
altimo componente del complemento (C9) marcado con 1. En ambos casos la
marca se encontrd asociada principalmente a la membrana plasmatica y las
amibas S fijaron 2.5 veces mas cpm que las R. La posibilidad de que esto se
debiera a que las amibas R estaban eliminando el MAC por exocitosis fue
explorada por exclusién molecular en Sephérosa CL2B y se enconlré que no
existen diferencias en el material liberado al medio por ambas cepas incubadas
en presencia de suero humano normal (SHN), suero humano deficiente en C9
(SHDY) o SHN adicionado con #IC9. LI C9 radiomarcado eluyé junto con el pico
principal de proteinas y esto indico que no esti asociado a vesiculas.

Los trofozoitos susceptibles adquirieron resistencia por co-incubacién con

lisados de trofozoitos resistentes, lisados de eritrocitos humanos o eritrocitos



houmannosen teros. Las amibas que adquirieron resistencia por alguno de estos
métolcys nostrron porcientos de lisis entre 20 v 40 adiferencia de 70 a 90 que
presentfiron 1ascélulas susceptibles. Estas células resislen tes mostraron un
marcij@fliorescente intenso con un anticuerpo anti-anligenos de membrana de
eritroi8loshuminos en relacion alas amibas susceptibles. Fllogaritmo de la
intensidhdnredia de fluorescencia en las amibas R fue tres veces mayor que en
las S. Aalincu bar amibas S por 48 h con eritrocitos radiomarcados se observo la
incorpoxradéry de algunas proteinas de los eritrocitos ala superficie de la amiba,
principalnerte proteinas con pesos moleculares de 97,78, 43y 25 kDa. Estos
resultad-los pla ntean un mecanismo novedosos de resistencia al complemento en
E. Zuistolwglian endonde la adquisicion de moléculas regulactoras del huésped le

permile: esstir a lisis mediada por complemento.



Summary

Some Entamocbn histolylica strains resist complement mediated lysis. These
differences in resistance to complement lysis do not reside in the activation, but
in how the MAC is handled. The objective of this work was to investigate the
possible mechanisms of resistance of L. histolytica to complement. We prepared
resistant amebas to lysis by human se;rum culturing the susceptible strain HM I
IMSS with increasing concentrations of normal human serum. Resistant amebas
showed 50% less lysis than susceptible ones. The possibility that resistant cells
ingest MAC's was explored by subcellular fractionation of susceptible and
resistant trophozoites incubated with serum and the last component of
complement (C9) labeled with 251, In both cases the label was predominantly
associated with fractions containing plasma membrane and susceptible amebas
bound 2.5 times more cpm than resistant trophozoites. Thus, the possibility that
the MAC's were released to the medium was explored by gel exclusion in
Sepharose CL 2B and there were no differences in the material excluded by the
two strains incubated with normal human serum (NHS), NHS deficient in C9 or
NHS spiked with 1#IC9. Labeled C9 eluted, together with the main bulk of
proteins from the medium, which indicated that it is not in vesicles.

Coincubation of susceptible trophozoites with lysates of resistant amebas,
lysates of human erythrocytes or whole human erythrocytes made susceptible
cells acquire resistance. Resistant amebas showed 20 to 40 percent lysis while

susceptible amebas showed 70 to 90 percent. Also, these resistant trophozoites
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Tabla |

Caracteristicas de Entamoeba histolytica '

Morfologia
Ausencia de mitocondrias y peroxisomas
Aparato de Golgi subdesarrotlado

Compartamentalizacion funcional

Falta de diferenciacién entre vacuolas digestivas y vesmulas secretoras
constitutivas

Comunicacion estocéstica e irrestricta enire membrana plasmaética y vacuolas
digestivas

Enzimas digestivas unidas a la membrana

Bomba de protones funcional de tipo vacuolar en Ja membrana plasmética

Metabolismo y proteinas

Ausencia de protefnas hémicas, ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y via de las
pentosas

Piruvato citoplasmico: ferredoxina oxidoreductas/ferredoxina

Cinasas dependientes de pirofosfato

Falta de regulacion alostérica en glucélisis

Ausencia de la via biosintética del glutation

Actina altamente divergente

Ubiquitina altamente divergente

Sistema de ubiquitina subdesarrollado

Organizacion de DNA y RNA

Estructuracion inusual de la cromatina y ausencia de histonas convencionales
rDNA en pldsmidos extracromosomales circulares

Ausencia de intrones

Extremos 5' no raducidos en los mRNA extremadamente cortos
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Cavalier-Smith en 1983 propuso un nuevo (sub)reino, Archezoa, para
acomodar todos los organismos cuyos ancestros se ramificaron de la linea

principal eucarionte antes de la incorporacién de protomitocondrias. Aqui se

incluyen Enfamoeba, Giardia 'y Varimorpha.

! Tomada de Bakker-Grunwald y Wéstmann, 1993,
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Abreviaturas

CP

cpm

CR1

CR2

secuencias repetitivas en proteinas control del complemento
cuentas por minuto
receptor del complemento tipo 1

receptor del complemento tipo 2

CR3 (Mac 1, CD11b/CD18) receptor del complemento tipo 3

CoVF
Cdbp
DAF
DGVB+
EAC14b2a
EBV
ge-ly?2
GPI

gpo3
HRF

HSV
ICAM-]
kDa
LDL-Ay B
LFA-1

LOG

factor del veneno de cobra

proteina que une C4

factor acelerador del decaimiento
amortiguador Veronal-salino adicionado con gelatina y dextrosa
eritrocitos sensibilizados con

virus Epstein-Barr

glicoproteinas de HSV
glicosilfosfatidilinositol

glicoproteina de 63 kDa de Leishmanin
factor de restriccion homologa

virus del herpes simple tipo 1

molécula de adhesion

kilodaltones

lipoproteinas de baja densidad tipos Ay B
antigeno 1 con funcién asociada a linfocitos

promastigotes de L. major en fase logaritmica
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LPS

MP

MAC

MCP

GALNac

lipopolisacdridos

promastigoles de L. major en fase estacionaria
complejo de ataque a membranas

proteina cofactor de membrana

N-acetil-galactosamina

p150,95 (CD11¢/CDI8) receptor a iC3b

PAGE-SDS electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

PIPLC

PNH

R

RCA

S

SCR

SDS

SHN

SHDY

TRAP

VCP

fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol
hemoglobinuria paroxistica nocturna
Entamoeba histolytica resistente a suero humano
reguladores de la activacion del complemento
Entamocba histolytica susceptible a suero humano
secuencias repetitivas de consenso

dodecil sulfato de sodio

suero humano normal

suero humano deficiente en C9

proteina anonima relacionada a la trombospondina

proteina secretora de 42 kDa del virus vaccinia



La reaccién enzimdtica central de esle sistema es el rompimiento del
componente C3 en sus dos componentes primarios C3a y C3b. Esta ruptura
provoca la exposicion de un enlace tioéster que puede reaccionar con grupos
amino o hidroxilo. La regulacion del destino del C3b unido a las superﬁéies
celulares es uno de los pasos criticos en la distincion por parte del
complemento entre lo propio y lo extraio. En una superficie activadora se dé el
fendmeno de amplificacion donde el C3b actia como el sitio de unién para el
factor B, se forma la convertasa y permite el depésito de mas C3b. Por el
contrario, en una superficie no activadora se produce una inhibicién por el
rompimienb de C3b llevado a cabo por el factor I que rompe al C3b en los

fragmentos C3c y C3dy.
1.3.1 La via clisica

Esta via se inicia por la activacion del primer componente que es el
complejo C1 formado por los subcomponentes Clq, Clry Cls. El Clq es una de
las proteinas del complemento mas grandes con un peso molecular de 460 kDa
y una forma inusual. Esta formada por dieciocho cadenas polipeptidicas que
consisten de un dominio corto amino terminal, una regién con secuencia
similar a la coldgena y un dominio globular carboxilo terminal. Estas cadenas
se asocian en grupos de tres para formar una subunidad que contiene una
triple hélice tipo coldgena y una cabeza globular hecha de tres médulos. Clq se

une a una gran variedad de sustancias que actan como activadores de la via
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Cavalier-Smith en 1983 propuso un nuevo (subjreino, Archezoa, para
acomodar todos los organismos cuyos ancestros se ramificaron de la linea
principal eucarionte antes de la incorporacion de protomitocondrias. Aquf se

incluyen Entamoeba, Giardia y Varimorpha (Bakker-Grunwald y Wostmanan, 1993).

1 Tomada de Bakker-Grunwald y Wastmann, 1993,
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.2 Patogenicidad y virulencia

Se considera que Entamocba histolytica es un patogeno de virulencia
variable, en donde el grado de enfermedad que provoca varia
considerablemente.? La pregunta del por qué sélo el 10% de fos individuos
infectados desarrolla la enfermedad ha llevado al cuestionamiento sobre si las
amibas comensales y las invasivas son dos poblaciones diferentes o si el paso de
un estado a otro es provocado por condiciones en el hospedero. Diferentes
autores han mostrado que los trofozoilos comensales difieren en los patrones de
movilidad electroforética de sus isoenzimas (zimodemos) de aquellos aislados de
casos sintomdlicos de amibiasis (Reeves y Bischoff, 1968; Sargeaunty Williams,
1978, 1982; Sargeaunt et al., 1980, 1982). Estas dos poblaciones se Hlamaron
inicialmente invasivas y no invasivas y posteriormente patégenas y no
patoégenas. Las amibas no patégenas nunca estan asociadas con amibiasis
invasiva, pero existen amibas patégenas en infecciones asintomaticas. En los
ultimos anos se han descrito una serie de marcadores bioquimicos,
inmunologicos y genélicos que diferencian a las dos poblaciones y no se
modifican por el grado de virulencia. Ambas presentan una elevada divergencia
en las secuencias de DNA, comparable a la observada entre genes humanos y
murinos (Clark y Diamond, 1994). Estas diferencias entre las dos poblaciones

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

2 Estd basado en las definiciones de Gladstone donde describe la patogenicidad como la
habilidad de producir enfermedad sin especificar las condiciones, mientras que la virulencia es
la capacidad de producir enfermedad bajo condiciones especificas (Clark y Diamond, 1994).



diferentes. La especie Entamocba histolytica Schaudinn, 1903 agrupa a las amibas
patogenas v las no patogenas se nombran como L. dispur Brumpt, 1925 (Clark v

Diamond, 1994).

1.3 El sistema del complemento

El sistema del complemento es un mecanismo de defensa temprana contra
infecciones. Estd formado por un conjunto de reacciones altamente integradas v
controladas que combinan mecanismos primitivos de reconocimiento y
funciones efectoras. Desempena varias funciones en los organismos tales como.
un incremento en la permeabilidad vascular, contraccion de misculo liso,
liberacion de mediadores de células cebadas, localizacion de complejos inmunes
en centros germinales, opsonizacién y fagocitosis, activacion y quimiotaxis de
neutrofilos y lisis de células, entre otras.

El sistema del complemento puede activarse por dos vias, la cldsica o la
alterna. En la via clasica participan las proteinas Cl, C2, C3 y Cd y en la via
alterna los factores B, D, H, Iy C3. Ambas culminan en la via membranolitica
constituida por las proteinas C5, C6, C7, C8, y C9. Las caracteristicas generales de
la activacién del complemento incluyen tres procesos que son activacién por
proteolisis limitada, transterencia de componentes de la fase fluida a la
superficie de particulas biologicas y autoensamblaje de componentes que genera

enzimas altamente especificas y complejos de ataque a membranas.
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La reaccion enzimalica central de este sistema es el romp imiento del
componente C3 en sus dos componentes primarios C3a y C3b. IZsla ruptura
provoca la exposicion de un enlace tioésler que puede reacciona r con grupos
amino o hidroxilo. La regulacion del destino del C3b unido alas superficies
celulares es uno de los pasos crilicos en la distincion por parte del complemento
entre lo propio y lo extrano. En una superficie activadora se dd el fenomeno de
amplificacién donde el C3b acttia como el sitio de unién parael Factor B, se
forma la convertasa y permite el deposito de mis C3b. Por el con trario, en una
superficie no activadora se produce una inhibicién por el rompimiento de C3b

llevado a cabo por el factor I que rompe al C3b en los fragmentos C3cy C3dg.

3.1 La via cldsica

Esta via se inicia por la activacion del primer componente quees el
complejo C1 formado por los subcomponentes Clq, Clr y Cls. El Clq puede
unirse a una gran variedad de sustancias que actian como activadores de la via
cldsica. Entre los mejor caracterizados se encuentran las inmunogl obulinas G y
M en complejos inmunes, lipopolisacdridos (LPS) y porinas debacterias Gram
negativas y la proteina C reactiva unida a un ligando. La interaccidondel
complejo C1 con complejos antigeno anticuerpo permite la activacion de las
proenzimas Clr y Cls. El Cls activado rompe al C4 en un solositio y se forman

los fragmentos Cda y C4b (Arlaud et al., 1987; Schumaker et al,, 1987). C4b

15



interacciona conC2 . loquae provoca su ruptura v formacion dela convertasa de

C3 dela via clasica (CIbZa) que rompe al C3 enC3a v C3b.

1.3.2 La via alterma

La via allernea de activacion del complemento representa un mecanismo
de defensa natunl c ontra agentes infecciosos. Entre los activadores de esta via se
encuentran bacluias, hon gos, virus, células infectadas por virus, pardsitos,
algunas células lun orles., factores como el del veneno de cobra (CoVF), enzimas
como la tripsinay comple jos inmunes.

La iniciadén <leesta via se da cuando el C3, modificado en el tioécter por
agua, sufre un amb ioy expresa una conformacion y funcion del tipo C3b
llamado C3i (Lachmanmn y Hughes-Jones, 1984; Pangburny Miiller-Eberhard,
1984). C3i se uneal factor B en presencia de magnesio; el rompimiento
subsecuente de } pox el fa<ctor D forma una convertasa de C3 dela via alterna
que directamente puede romper al C3 en C3a y C3b, El depésito de C3b en las
particulas activadora s perzuite la union de éste al factor B para ser aclivado por

el factor D y formar CC3bBbb que es también una convertasa de C3.

1.3.3 Complejo deataque a membranas (MAC)
Las dos vis d e actiwvacion del complemento confluyen enla formacion del

complejo de ataque @ mem: branas que se inicia con el rompimiento del

16



estructurales entre ellas y con otras proteinas que inleraccionan con C3b o C4b,
tales como el receplor 2 del complemento (CR2)y el factor Hy C4bp. Presentan
enlre dos y treinta unidades con una estructurasimilar de aproximadamente 60
residuos llamadas secuencias repetitivas de coseriso (SCR) o repeticiones de
proteinas control del complemento (CCP). El SCR es una estructura
fuertemente empacada y mantenida pordos puentes disulfuro internos
formados por cuatro residuos de cisteina invariables (Janatova et al., 1989). Las
unidades SCR conseculivas estin arregladas cono un “rosario de cuentas”, que
proporciona una forma alargada y varios sitios funcionales importantes para
las moléculas. El niimero de SCR difiere entre las moléculas; CR1 tiene 30 y
DAF y MCP tienen 4. Estin codificad as por tresgemes localizados en posiciones
cercanas en el brazo corto del cromosoma 1 (1q32), endondejunto a los g';enes
para CR2, C4bp y factor H, forman la region RCA “reguladores de la activacién
del complemento” (Campbell et al,, 1988; Hourcad e et al., 1989). Todas estas
moléculas menos CR2 presentan actividad inhibidora del complemento. Sus
similitudes estructurales, asf como sues posiciones cercanas en el genoma
indican que esta familia de protefnas que unen C3/C4 surgieron por
reduplicacién génica a partir de unancestro comin (Morgan y Meri, 1994).

La inhibicién de las convertasas por estosreguladores puede darse por
dos mecanismos: aceleracién del decaimiento de los complejos enzimétic“os
bimoleculares o promocién del rompimiento dela subunidad no catalitica (C3b

0 C4b) por el factor I. DAF y CR1 presentan activid ad aceleradora del

17



decaimiento, disocian las subunidades C2a o Bb de las convertasas formadas y
también pueden prevenir la asociacién subsecuente de sus precursores
procataliticos C2 y B con C4b o C3b unidos a la membrana. Previenen la
amplificacién del C3 activado en la superficie celular. MCP y CR1 poseen
actividad de cofactor para el rompimiento proteolitico de C3b o C4b. La enzima
responsabie es el factor I (inactivador de (C3b/C4b) que es una esterasa de
serina que requiere ya sea al factor soluble H o a un cofactor unido a
membrana (MCP o CR1). Una vez que C3b o C4b son rotos por el factor I'ya no

pueden formar convertasas de C3/C5 activas.

1.3.5.2 Factor acelerador del decaimiento (DAF; CD55%)

La primera descripcién de una molécula inhibidora del sistema del
complemento presente en estroma de eritrocitos fue hecha por Hoffmann en
1969 (Hoffmann, 1969). Posteriormente se aislé de eritrocitos de cobayoy
humanos y por su habilidad de acelerar el decaimiento de EAC14b2a recibi6 el
nombre de factor acelerador del decaimiento (DAF) (Nicholson-Weller et al.,
1981; 1982). Es una glicoprotefna con un peso molecular aparente de 70 kDa en
SDS-PAGE (Nicholson-Weller et al., 1982). En leucocitos su peso es de 80 kDé,
probablemente debido a una mayor glicosilacién. Medof y cols. demostraron
que DAT purificado puede incorporarse a eritrocitos heterélogos y conservarse

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

3 Lasegunda denominacién de cada una de las proteinas reguladoras del complemento y
receptores se refiere a Ja asignacion de un nimero de diferenciacisn de leucocitos.

18



gicosilfosfatidilinositol (GPI) y también se encuentra en forma soluble en
muchos fluidos corporales y no tiene la capacidad de incorporarse a
membranas. El DAF unido a al membrana puede liberarse de ésta por
tratamiento con fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PIPLC). El DAF
de eritrocitos presenta un enlace éster adicional por lo que no es sensible a
PIPLC (Walter et al., 1990; 1992). E1 DAF iiberado por PIPLC es hidrofilico y se
parece al soluble. No se puede reinsertar en membranas, aunque es capaz de
interaccionar con las convertasas de C3 de la fase fluida (Davilz et al., 1986;
Medof et al., 1986). DAF esta presente en la superficie de todas las células
circulantes, células endoteliales y algunas epiteliales (Asch et al., 1986;
Kinoshita et al., 1985). Hay evidencias que sugieren la presencia de pozas
intracelulares (Shibata et al., 1991) y en eritrocitos la cantidad de DAF |

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

1.3.5.3 Proteina cofactor de membrana (MCP; CD46)

Esta proteina se une 2 C3b y es cofactor del primer rompimiento
mediado por I de C3b, pero no de los rompimientos subsecuentes. No presenta
actividad aceleradora del decaimiento (Seya et al., 1986); més bien parece que
su unién estabiliza la convertasa de C3 de la via alterna (Seya et al,, 1989). Esta
ampliamente distribuido en todas las células circulantes, con la excepcién de
eritrocitos. Migra en SDS-PAGE como dos bandas anchas con peso molecular

aparente de 58-68 y 48-56 kDa, que difieren en el grado de glicosilacién. No se
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puede insertar espontdneamente en membranas biolégicas, pero su actividad
de cofactor estd expresada también en la fase fluida. De hecho, el MCP de fase
fluida es 50 veces més activo que el factor H. Sin embargo, su funcién principal
parece ser la de un cofactor intrinseco, inactivando las convertasas de C3/C5

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

1992).

1.3.5.4 Receptor del complemento tipo 1 (CR1; receptor de C3b/C4b; CD35)
Es-una glicoprotefna polimérfi@ de membrana que une C3b y C4b.
Actiia como cofactor del primer rompimiento mediado por I de C3b/C4b y
también de los rompimientos subsecuentes de iC3b a C3c y C3d,g; también
posee actividad aceleradora del decaimiento. Tiene mayor afinidad por C3b
que por C4b lo que hace que inhiba la convertasa de la via alterna més
eficientemente que la de la via clésica. Se distingue de MCP y DAF en que
acttia sobre convertasas extrinsecas. CR1 i vivo participa en la unién a células
fagociticas de particulas opsonizadas con C3b y en el transporte de complejos

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

1.3.5.5 Inhibidores del complejo de ataque a membranas
Las células nucleadas poseen mecanismos de resistencia que
riapidamente eliminan al MAC de sus membranas, lo que les permite sobrevivir

al ataque. Cantidades subliticas de MAC pueden activar células nucleadas
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(Morgan, 1989;1992) y las puede hacer menos susceptibles al ataque del
complemento (Reiter et al,, 1992). También poseen protefnas reguladoras que
interfieren con el ensamblaje del MAC, de las cuales se han descrito dos que

son HRF y CD59.

1.3.5.5.1 Factor de restriccién homélogo (HRF)

En la bisqueda de las moléculas responsables de la restriccién homéloga
descrita hace mas de 80 afios, tres laboratorios aislaron una proteina de
aproximadamente 65 kDa de membranas de eritrocitos que inhibe la funcién de
MAC (Zalman et al., 1986; Schonermark et al., 1986; Watts et al., 1987). En
eritrocitos su peso molecular es de 65 kDa y entre 50 y 65 kDa en células
nucleadas. Puede desprenderse mediante tratamiento con PIPLC de las ’
membranas de linfocitos y monocitos, lo que indica que en estos tipos celulares
estd unida por GP], y una vez purificado puede insertarse en membranas
haciéndolas menos susceptibles a la lisis (Schénermark etal., 1986; Zalman et
al., 1986). Existe HRF de fase fluida y se ha sugerido que puede tener la funcién
de incorporarse en MACs formados en células heterélogas e inhibir la lisis
(Watts et al., 1990). Se sabe que se une fuertemente al MAC en formacién e
inhibe la polimerizacién de C9 (Schénermark et al., 1986; 1988), aunque los
detalles precisos de su accién inhibitoria no se conocen. Se ha reportado que
HRF inhibe la lisis de células blanco por linfocitos citotéxicos (Zalman et al,,

1987); ademés, se ha descrito una forma soluble de HRF en grénulos de
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linfocitos citotéxicos lo que sugiere un papel de esta molécula en la regulacién

de la citotoxicidad (Zalman et al., 1988).

1.3.5.5.2 CD59

Esta proteina fue purifica‘da por primera vez por Sugita en 1988 (Sugita
et al,, 1988) y posteriormente otros laboratorios reportaron el aislamiento de un
inhibidor del complemento con un peso entre 18 y 20 kDa (Davies et al., 1989;
Holguin et al., 1989; Okada et al., 1989; Whitlow et al., 1990). Es una
glicoprotefna de una sola cadena con ﬁn peso molecular entre 18 y 25 kDa. Es
una protefna muy estable, ya que retiene su actividad durante largos periodos
de almacenamiento, después de tratarla con tripsina y calentarla a 100°C
(Sugita etal., 1989), pero es muy sensible a agentes reductores. Los
carbohidratos unidos al extremo amino terminal forman una estructura
biantenaria requerida para la funcién inhibitoria (Ninomiya et al., 1992). El
CD59 aislado de eritrocitos posee un ancla de GPI resistente a PIPLC debido a

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

1.3.6 Receptores del complemento |

Muchas de las funciones en las que participa el sistema del complemento
estdn mediadas por los receptores a los componentes del sistema. Estos

receptores estdn expresados en una gran variedad de células y sus funciones



son de reconocimiento de ligandos, transduccién de sefales e induccion de
respuestas celulares como fagocitosis. En la fagocitosis las particulas
opsonizadas, es decir, cubiertas con anticuerpos y fragmentos del
complemento, pueden unirse a células fagociticas a través de los receptores
CR1y CR3. Esta unién activa ciertos mecanismos oxidativos, asf como a la red
de actina lo que pérmite englobar a las particulas.

CR3 (Mac 1; CD11b/CD18) y p150,95 (CD11c/CD18) son dos receptores del
complemento y pertenecen a la familia de las integrinas. Estas protefnas
conforman una familia de receptores membranales que coordinan una red de
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Springer, 1990; Hemler,
1990). Estas moléculas junto con el antigeno 1 con funcién asociada a linfocitos,
LFA-1; CD11a/CD18 comprenden una subfamilia de integrinas conocida's
como las integrinas de leucocitos (Kishimoto et al., 1989) que comparten una
subunidad P asociada en forma no covalente con cadenas o, tnicas. p150,95
estd distribuida \inicamente en células mieloides y una pequefia poblacién de
linfocitos T y B. Su funcién no esté clara, pero estudios previos han sugerido
que estd involucrada en la unién de particulas opsonizadas con iC3b (Myones
et al., 1988), en la adhesién de células al endotelio (Keizer et al., 1987 a,b; te
Velde et al., 1987) y en adhesién de sustratos cubiertos con protefnas séricas
(Anderson et al., 1986; Loike et al., 1991). Mac-1 est4 expresada pxincipal;nente
en células mieloides y NK (natural killers) y es responsable de la adhesién de

células mieloides a células endoteliales, neutréfilos, agregacién homotipica y
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fagocitosis por macréfagos de particulas extraiias que son opsonizadas por el
complemento (Kishimoto et al., 1989). Mac-1 logra estas funciones mediante la
unién a una gran cantidad de ligandos celulares y solubles tales como ICAM-1
(Smith et al.,, 1989; Diamond et al,, 1990), iC3b (Beller et al., 1982; Wrightet al.,
1983), fibrinégeno (Altieri et al., 1988, Wright et al., 1988) y el factor X (Altieri y

Edgington, 1988).
1.3.7 Biosintesis de las proteinas del complemento

La.mayor parte de las probeinaé plasmaéticas del complemento' son
sintetizadas en el higado. Otras son producidas y secretadas localmente por
células como los macréfagos en el sitio de la lesion,

Muchos componentes del complemento se sintetizan como una sola
cadena polipeéﬁdica y posteriormente son procesados a moléculas formadas
por varias subunidades como es el caso del C3, C4, C5 y el factor L. Por ejemplo,
el C4 se forma a partir del pro C4 y los pasos involucrados en este
procesamiento incluyen formacién del tioéster interno, formaci6n de puentes

disulfuro, cortes y remoci6én de fragmentos.
1.3.8 Relaciones estructurales entre las proteinas del complemento

Dentro del sistema del complemento, muchas de las proteinas se
encuentran relacionadas estructuralmente entre ellas y con otras proteinas.

Todas las enzimas que participan en la activacién de las vias del complemento
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pertenecen a la familia de las proteasas de serina de mamiferos; comparten un
dominio de aproximadamente 23 kDa de peso molecular con una triada
caracterfstica en el sitio activo formada por los residuos de His, Asp y Ser en las
posiciones 57, 102 y 195 respectivamente. Los componentes del complemento
C2,C4 y el factor B se encuentran codificados dentro del complejo mayor de
histocompatibilidad en la region definida como clase Il entre las proteinas de
clasely las de clase II. El componente C4 presenta dos isotipos, el C4A y C4B.
Estos estdn codificados por dos genes diferentes y existen diversos alotipos.

Los componentes del complemento Clr, C1s, C7, C8 y C9 presentan
unidades estructurales homélogas ricas en cisteinas que se denominan LDL-A
y LDL-B porque fueron descubiertas en receptores a lipoproteinas de baja
densidad. |

Las homologfas entre los diferentes componentes del complemento y su
relacién con otras protefnas han revelado informacién muy valiosa sobre el
origen y evoluci6n de este sistema. La forma ancestral dela via alterna del
complemento se originé probablemente como un sistema inmune primitivo e
independiente. La evolucién subsecuente de una respuesta inmune adaptativa
ltevé a la especializacién de la via clasica para conectar el reconocimiento
mediado por anticuerpos con los mecanismos efectores dependientes del
complemento. |

Existe evidencia circunstancial que sefiala la presencia de una via alterna

primitiva en algunos invertebrad os celomados, en ciclostomos se han
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encontrado componentes equivalentes al C3. La via clasica y componentes
ferminales se piensa que se originaron en peces cartilaginosos. En la evolucién
del sistema del complemento han participado mecanismos genélicos como
duplicacién génica, duplicacién intragénica y cortes y fusion de exones. La
duplicacién génica es particularmente evidente en la evqlucién de las
moléculas clase I del complejo mayor de histocompatibilidad. La duplicacién
intragénica ha sido un mecanismo importante en la evolucién de las proteinas

RCA (Farries y Atkinson, 191).

1.3.9 Participacion en la modwulacién del sistema inmune

El sistema del complenxento, particularmente el C3, juega un
papel modulador muy importante en la respuesta inmune. Los productos del
rompimiento de} C3 facilitan La cooperacién entre células inmunocompetentesy -
son moléculas coestimuladoras en la activacion de los linfocitos T y B, Las
moléculas de C3b pueden promover la interaccién entre una célula
presentadora de antigenoy un linfocito T ayudador mediante la formacién de
un puente no antigeno especifico. El efecto citolitico de células Ky NKse ve
significativamente aumentado por fragmentos de C3 y receptores. E1C3
también participa en el desarrollo de linfocitos B de memoria y formacién de

células plasméticas (Erdejet al, 1991).

1.3.10 Complemento y enfermedad



El estudio de las deficiencias de algunas proteinas del complemento ha
proporcionado acercamientos importantes sobre el papel fisiolégico del sistema
del complemento in vivo. Las deficiencias en las distintas proteinas que
participan en el complemento estin asociadas a patologfas como infecciones
piogénicas, enfermedades por complejos inmunes, angioedema y
hemoglobinuria paroxistica nocturna. En general, las deficiencias en proteinas
de una misma vfa causan problemas crénicos similares.

En la actualidad, la imagen del sistema del complemento es mucho més
compleja y elegante de lo que se pensaba anteriormente, ya que ademds de ser
un mecanismo de defensa juega un papel central en la regulacién del sistema

inmune.
1.3.11 Estrategias de evasion de microorganismos al complemento

El establecimiento de un pat6geno intracelular obligado en un huésped
susceptible requiere de la evasién de los diferentes mecanismos de defensa
antes, durante y después de la entrada a las células del hospedero. Los
determinantes de virulencia que permiten la evasién de tales defensas estdn
generalmente regulados en los microorganismos a lo largo de su desarrollo, lo
que representa una forma de adaptacién en el ambiente inmunolégicamente
hostil del huésped (Hall y Joiner, 1991). N

En general los mecanismos de evasién del complemento se basan en

impedir la activacién, opsonizacién o lisis del patégeno. Los microorganismos
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carecen de proteinas reguladoras del complemento por lo que no pueden
restringir su depésito y amplificacion en sus superficies. Algunos agentes
infecciosos poseen moléculas o estructuras que impiden el acceso de las
proteinas reguladoras del plasma. La mayorfa de las bacterias, virus, hongos y
pardsitos activan al complemento por la via alterna debido a la ausencia de
méléculas reguladoras del complemento, ocasionalmente acoplada con la
presencia de C3b en una superficie “protegida” inaccesible a los factores He L
Ademds, algunas bacterias y virus pueden activar la via cldsica en ausencia de
anticuerpos evadiendo la regulacién llevada a acabo por el inhibidorl de Cl.
Esta activacién y amplificacién descontroladas, que llevan a la acumulacién de
grandes ntimeros de molécv!as de C3b y convertasas de C3 y C5 son
incompatibles con la sobrevivencia del pardsito. Sin embargo, los
microorganismos han desarrollado una serie de estrategias para evadir la

destruccién mediada por complemento.

1.2.11.1 Interferencia con la activacién

Muchas bacterias presentan cdpsulas que son antifagociticas, ya que
fisicamente previenen el acceso de los fagocitos al C3b depositado en la pared
celular de las bacterias Gram positivas y negativas (Joiner, 1988). Ademés, son
malos activadores del comi:lem‘ento debido a la presencia de 4cido sidlico

.(Joiner, 1988).
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Diversos patégenos han desarrollado moléculas con propiedades
funcionales idénticas a las usadas por células normales de mamiferos para
prevenir la destruccién mediada por complemento como la capacidad de
desensamblar las convertasas de C3 o de actuar como cofactores del
rompimiento del C3b unido por el factor I. Se han identificado una serie de
moléculas, algunas coﬁ similitud estructural y genética con proteinas de

mamiferos y otras no.

a) Molécula parecida a CR1 con funcién de unién a C3b en el virus del herpes
simple tipos I y 1II, esta acci6n es llevada a cabo por las glicoproteinas gec-1y
gc-2, y esta unién a gc-1 es bloqueada por un anticuerpo monoclonal anti CR1.
Gc-1 acelera el decaimiento de la convertasa de C3 de la via alterna, exis{e

cierta similitud estructural entre gc-1, ge-2 y CRI, aunque no tiene regiones SCR '
presentes en CR1, CR2, DAF y MCP. Hay también diferencias en actividad
entre CR1y gc-1, ya que este tiltimo no acelera el decaimiento de la convertasa
de C3 de la via clésica ni posee actividad de cofactor hacia el factor LLa

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

de HSV-1 in vitro.

El virus Epstein-Barr (EBV) también posee actividad reguladora del
complemento. El virus purificado acelera el decaimiento de la convertasa de C3
de la vfa alterna y puede funcionar como cofactor del rompimiento mediado

por Ide C3b, iC3b y C4. Las actividades del virus son similares a CR1, pero
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difieren en que EBV no une C3b y no acelera el decaimiento de la convertasa de
C3 de la via cldsica. Las moléculas de EBV involucradas en la regulacién del

complemento no han sido identificadas.

La principal protefna secretora del “vaccinia virus” posee actividad
regliladora del complemento. Esta proteina estd compuesta de cuatro
secuencias cortas repetitivas de consenso arregladas en “tandem” con cierta
similitud a las SCR presentes en C4bp. Esta proteina une C4b con lo que
previene la formacién y acelera el decaimiento de la convertasa de C3 dela via

clasica.

Trypanosoma cruzi , el agente causal de la enfermedad de Chagas, posee un
ciclo de vida entre un vector invertebrado y un huésped mamffero. El
epimastigote es la forma no infectiva y es lisado por complemento (Nogueira et
al., 1975). Las formas metaciclicas y tripomastigotes, que son infectivas para el
huésped mamffero resisten la lisis por complemento y unen menos C3 al
inéubarl‘os en suero no inmune (Kipnis et al., 1981; Joiner et al., 1986;
Schenkman et al., 1986; Rimoldi ét al., 1988). En suero inmune de animales
infectados si se observa lisis (Krettli y Brener, 1982). Aunque se requieren
anticuerpos para la lisis mediada por complemento, ésta procede
principalmente por la via alterna y es antigeno especifica (Kierszenbaum, 1976;
Krettli et al., 1979; Kipnis et al., 1985). Existe unién de Clq, péro no esté

asociada con una activacién convencional de la via cldsica (Rimoldi et al., 1989).
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Los mecanismos de resistencia al complemento en los tripomastigotes de T.
cruzi pueden ser multifactoriales y diferentes laboratorios han descrito
moléculas reguladoras del complemento producidas por tripomastigotes que
limitan la activaciéon del complemento en una fase temprana (Joiner et al., 1986;
Kipnis et al., 1986; Rimoldi et al., 1988; Fischer et al., 1988; Norris et al., 1989;
Sher et al; 1986). Estas moléculas réguladoras son de diferente peso molecular,
pero muestran un sobrelapamiento funcional considerable; todas inhiben la
formacién o aceleran el decaimiento intrinseco de las convertasas de C3, lo que
bloquea la activacién del complemento en la superficie del pardsito. La
glicoproteina de 87-93 kDa de los tripomastigotes de las cepas M88 eY exhibe
una funcién anéloga al DAF de mamiferos y presenta un 40-50% de similitud
con ésta, basado en datos de determinacion parcial de la secuencia de an;ino
acidos (Tambourgi et al., datos no publicados, tomado de Hall y Joiner, 1991).
La glicoproteina gp-160, que estd regulada durante el desarrollo en el
tripomastigote, une C3b y bloquea la formacion de la convertasa de C3 de la vfa
alterna, Esta protefna es funcional y genélicamente similar a DAF y la secuencia
parcial de nucleétidos ha revelado dos regiones con similitud a SCR (Norris,
1991). Estd unida a la membrana por GPI 'y el ancla se mantiene después de su
purificacién. La forma soluble tiene un peso molecular de 160 kDa y la unida a
membrana pesa 185 kDa (Norris y Schrimpf, 1994). El epimastigote de T cruzi,
que es la fase presente en el vector es susceptible al complemento y no posee

gp-160. Los blancos especificos para los anticuerpes anti-T. cruzi que apoyan la
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lisis mediada por complemento pueden ser las mismas moléculas en la
superficie del parédsito que interfieren con las convertasas de C3. Los
* anticuerpos especificos pueden bloquear esa aclividad y hacer a los parésitos

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

En el helminto pardsito Schistosoma mansoni la aclivaci611 de la via alterna
del complemento estd regulada en una forma especie especifica. Los parasitos
jévenes activan al complemento fuertemente, mientras que esquistosomas de
mayor edad recobrados de la vasculatura del huésped no activan al -
complemento homélogo, pero si &le&uero de organismos distintos al huésped.
La membrana del parésito presenta una molécula con actividad de DAF. Esta
molécula es derivada del huésped y se piensa que es absorbida e insertada en
las membranas del parésito y esto le permite evadir la destruccién mediada por
la activacién de la via alterna del complemento. La idea de que el componente
similar a DAF en Schistosoma es derivado del huésped est4 apoyada por la
oBservacién de que anticuerpos monoclonales (1A10) y policlonales (RaDAF.2)
contra DAF humano no se unen o se unen débilmente a parésitos recobradas de
ratén. Ademds, Rasmussen y Kemp (1987) demostraron que aunque no hay
depésito de C3 en la superficie de los pardsitos recientemente recuperados de
ratén, si hay activacién de la vfa alterna del complemento si se da un
tratamiento previo que elimine los componentes del huésped adsorbidos por la

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

Las bacterias Gram positivas activan al complemento y los complejos
C5b-9 se ensamblan en su superficie, pero son resistentes a la lisis porque la
gruesa capa de peptidoglicanos restringe el acceso de C5b-9 a la membrana
plasmética, Las bacterias Gram negativas que son resistentes al suero son més
virulentas que las sensibles. Ambas en presencia de anticuerpos bactericidas
activan al complemento eficientemente a través de C9 y por estudios con
Salmonella'y Escherichia coli se obsevé que el C5b-9 no se inserta en los dominios
hidrofébicos de la membrana externa y es liberado. En las cepas resistentes al
suero, la activacién del complemento ocurre en los lipopolisacaridos (LPS) con
largas cadenas O por lo que el C5b-9 se genera a una distancia considerable de
la membrana externa, por lo que su insercién es pobre y existe un impedimento
estérico para ganar acceso a la membrana. En las cepas sensibles al suero, Ia
unién de C3b y el ensamblaje de C5b-9 ocurre en los LPS con cadenas O cortas.
En Neisseria, la cepa resistente a suero y la sensible se diferencian en la
insercién del C5b-9, algo similar ha sido reportado en amastigotes de T. cruzi

(lida et al., 1989).

La resistencia al complemento en Leislmania est4 regulada durante su
desarrollo. Los promastigotes de Leishmania major crecidos in witro a la fase
logaritmica (LOG) son susceptibles al suero y no infectivos, mientras que una

subpoblacién de promastigotes de cultivos en fase estacionaria (MP) son



resistentes al suero y altamente infectivos, Ambas poblaciones activan al
complemento y consumen los componentes terminales eficientemente, Sin
embargo, en MP el complejo C5b-9 no se inserta en la membrana del parésito,
se desprende y no provoca lisis. Este mecanismo optimiza la entrada de los
pardsitos a los macréfagos del huésped via CR1 (Puentes et al, 1990). No
obétante estas diferencias en susceptibilidad, todos los estad®®s de Leishmania
unen C3, pero la forma y el destino de éste depende de la especie de Leishmania

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

El éstadls intracelular replicativo de T.cruzi , el amastigote, se encuentra
principalmente dentro de las células del huésped, donde se multiplica, pero
también pueden entrar a la circulacién. Est4 reportado que puede sobrevivir
extracelularmente e iniciar la infeccién in vitro (Ley et al,, 1989). En contraste a
los tripomastigotes, los amastigotes activan al complemento eficientemente por
la via alterna uniendo grandes cantidades de C3 y C5b-9 estable. Sin embargo,
son resistentes a la lisis ya que los complejos terminales no se insertan en la
membrana para formar canales funcionales (lida etal., 1989). Una posible
explicacion a este fenémeno es la presencia de un inhibidor membranal
/ estad?b-especiﬁco que regule la formaci6n de los canales. En un intento por
buscar la presencia de estos inhibidores en la superficie del parésito, se
probaron una serie de anticuerpos monoclonales contra moléculas de superficie
de amastigotes. Uno de estos, Mab M4C12, indujo lisis mediada por

complemento detectada con un ensayo con #Rb presenta una protefna que
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cruza con un anticuerpo anti C9 y aparentemente posee actividad formadora de
poros. Se ha postulado que este homélogo de C9 participa en el paso del
parédsito de las vacuolas al citosol.

Los tripomastigotes infectivos de T. brucei activan el complemento en
forma mds eficiente, con depésito de C3 en la superficie del pardsito, pero el C3
unido es roto rapidamente a una forma inactiva lo que impide el ensamblaje
adecuado del complejo de ataque a membranas (Devineet al., 1986; Sturtevant
etal., 1987).

La superficie del estadfo extracelular infectivo de Toxoplasma gondii, el
taquizofto, muestra pocas proteinas jodables, estd pobremente glicosilada y es
muy ineficiente en la activacién del complemento en suero no inmune. Sin
embargo, los taquizoftos evaden la accién del complemento limitando el
dep6sito de C3 y convirtiendo rdpidamente el C3 unido a la forma inactiva
C3bi, lo que inhibe la continuacién de la cascada del complemento (Fuhrman y
Joiner, 1989). Aligual que los tripomastigotes de T. cruzi, los taquizoftos de T.
gondii unen Clq al incubarlos con suero (K. Joiner, datos no publicados, tomado
de Hall y Joiner, 1991). Sin embargo, la eficiencia en la activacién del
complemento en presencia de anticuerpos especificos es mucho mayor. La
interaccién delos anlicuerpbs con los receptores de la superficie celular pueden
provocar mecanismos microbicidas. M

1.2.11.3 Otros mecanismos de inhibicién del complemento

35



Las paramiosinas de una gran cantidad de invertebrados inhiben, in
vitro, la via cldsica del complemento a través de la inhibicion de C1 a través de
la inhibicién de la funcién de C1. Se ha mostrado que la paramiosina de Taenia
solium se une a Clq, lo que inhibe la funcién de C1. La inhibicién del
complemento puede no sélo prevenir el daiio del parasito mediado por
anticuerpos, sino que puede también disminuir el reclutamiento local de
mediadores del complemento y contribuir a una disminucion en la respuesta
inflamatoria (Laclette et al, 1992).

-

1.3.11.4 Evasion durante la entrada a la célula

La fagocitosis de microorganismos esté frecuentemente asociada con la

generacién de productos téxicos del oxfgeno. Una estrategia para poder entrar

a una célula és utilizar un receptor cuya unién no esté asociada con un estallido
J respiratorjg. Alternativamente, los parésitos intracelulares obligados pueden
deshacerse de los metabolitos t6xicos o invadir células incapaces de montar un

estallido respiratorio.

1.3.11.4.1 Utilizacién de receptores del complemento para iniciar la infeccién
Muchos microorganismos no sélo evitan la inactivacién y destruccién
por el complemento, sino que también utilizan los receptores del complemento

para iniciar la infeccién. En algunos casos se ha visto que esto se debea la



presencia de epitopes similares al complemento que permiten la unién al
receptor en el organismo. La unién mds frecuente a los receptores del
complemento es a través de fragmentos de C3 unidos covalentemente a los
microorganismos como consecuencia de la activacién del complemento. La
adaptaci6n exitosa a este proceso requiere de regulaci6n en el procesamiento
ellzfnléﬁco de C3 en la superficie del pardsito; por ejemplo, un organismo que
utiliza CR1 para entrar a una célula debe de alguna forma impedir el
rompimiento del C3b depositado a iC3b y C3dg.

El EBV infecta a la célula B a través de CR2. Se piensa que los sitios de
unién para el virus y para el ligando natural del complemento que es C3dg son
o estructuralmente idénticos o estdn localizados muy cerca uno del otro, ya que
varios anticuerpos monoclonales anti CR2 tienen los mismos efectos sobr’e el
virus que sobre la adhesion de C3dg a las células. Diversos estudios han
mostrado que la unién de EBV a CR2 est4 mediada por un epitope de nueve
amino 4cidos localizado en el extremo amino terminal de la principal
glicoprotefna externa del virus.

Histoplasma capsulatum también infecta a los macréfagos a través de CR3
y p150,95 en ausencia de complemento. Los datos indican que estos
microorganismos poseen epftopes tipo C3 que participan en la adhesién a CR3,

Babesia rodhani, que activa al complemento, entra a los eritrocitos a través
de CR1; los. merozoitos de Plasmodium pueden iniciar la infeccién en forma

similar. Bacterias patogenas como Legionella pnenmophila, Mycobacterium leprae, y



Muycobacterium tubercilosis se dividen en los fagocitos mononucleares, activan al
complemento e inician la infeccién de las células a través de CR1 y CR3

Leishmania spp fija complemento directamente de suero no inmune
(Mosser y Edelson, 1984D; Puentes et al., 1988) y esto favorece su entrada y
sobrevivencia dentro del macréfago (Mosser y Edelson, 1987). Posteriormente a
la incubacién de los parasitos en suero, los principales l'e(;eptores que median
la captaci6n celular corresponden a aquellos que unen la forma predominante
de C3 presente en la superficie del pardsito. Este aumento en la captacién se ve
fuerfemente disminufdo por anticuerpos monoclonales anti CD11b (ﬁlackwell
et al., 1985; Mosser y Edelson, 1985). EI CR3 en macréfagos murinos ha sido
implicado en la entrada de diferentes especies de Leishmania (Blackwell et al.,
1985; Mosser y Edelson, 1985; Coaper et al., 1988) y en macréfagos humanos
facilita la entrada de promastigotes de L. donovani (Wilson y Pearson, 1988), que
principalmente llevan C3bi después de la incubacién en suero (Puentes et al.,
1989). En contraste a la toma de promastigotes no infectivos de L. major por
macréfagos humanos, que es mediada por CR3 o CR1, la toma de
promastigotes metaciclicos infectivos requiere incubacién en suero para el
depésito de C3b en el pardsito y estd mediado exclusivamente por CR1 (da
Silva et al., 1989).

La uni6n a receptores del complemento a través de C3.no provoca el
estallido respiratorio (Wright y Silverstein, 1983), lo que permite a Leishmania

sobrepasar este importante mecanismo de defensa del huésped. La presencia
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de C3 en la superficie del pardsito puede facilitar su sobrevivencia dentro de la
célula (Mosser y Edelson, 1987). Tanto los LPG como la gp63 han sido
implicados como ligandos del parésito que median directamente la adhesion a
macré6fagos en ausencia de suero. Se ha sugerido que los LPG se unen a sitios
similares a lectinas (Talamas-Rohana et al., 1990), mientras que la gp63 se
piensa que se une a sitios de unién de C3bi en CR3 (Russell y Wright, 1988).

1984b; DaSilva et al., 1989; Blackwell et al., 1985; Wilson and Pearson, 1988;
Chang, 1983; Talamas-Rohana et al., 1990). Leishmania puede fijar complemento
directamente de suero no inmune (Mosser y Edelson, 1984b; Puentes et al.,
1988) y esto favorece su entrada y sobrevivencia dentro del macréfago (Mosser
y Edelson, 1987).

Debido a que los tripomastigotes de T.. cruzi unen poco C3 y son c.apaces .
de infectar células que no poseen receptores para fragmentos de C3, se han
implicado otros elementos de la superficie celular del hospedero en el proceso
de entrada. Ouaissi y Capron (1989) han sugerido que la fibronectina actda
como un puente molecular que facilita la adhesién del parasito a células blanco.
La unién de epimastigotes y su entrada a monocitos y macréfagos se ven
aumentadas por una incubacién previa en suero; este efecto es mediado en
parte por CR3, que es incorporado a la membrana de la vacuola fagocitica en
donde el parésito es lisado (Hall y Joiner, datos no publicados, tomado cie Hall
y Joiner, 1991). Aunque la opsonizacién por suero aumenta la ingestion de

tripomastigotes por macréfagos humanos y de ratén y mejora la sobrevivencia
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de éstos, no estan involucrados receptores para C3. En cambio, el efecto estd
mediado en parte por Clq (Rimoldi et al., 1989). CR3 no es incorporado
especificamente a la membrana vacuolar del tripomastigote.

Existen diversos ejemplos de la presencia de secuencias relacionadas al
complemento en microorganismos que probablemente facilitan la infeccién por
procesos distintos a la regulacion del complemento. Candida albicans un.e
fragmentos de C3 y también reacciona con un anticuerpo anti la cadena « de
CR3 y contiene una proteina con una secuencia nucleotidica homéloga a la
region carboxi terminal de CR3 y p150,95). La proteina de C. albicans es una
integrina fi2y su funcién no ha sido claramente determinada. Sin embargo, las
cepas patégenas de Candida unen iC3b de manera més fuerte que las cepas
menos patégenas. Se postula un papel de esta molécula en la adherencia del
parésito a las células del huésped, ya que los miembros de la superfamilia de
las integrinas intervienen en reacciones de unién y la adherencia celular de
Candidn esté correlacionada con la infeccion.

La TRAP {proteina anénima relacionada a trombospondina) y las
protefnas del circumesporozoito de Plasmodium falciparum tienen repeticiones
del tipo de la trombospondina que son muy similares a Jas presentes en la
properdina, C6, C7, C8 y C9. Se piensa que estas repeticiones intervienen en
interacciones protefna-proteina. Se piensa que estas repeticiones en P. falciparum
pueden unir C3b, como lo hace la properdina, lo que permitirfa a los

organismos cubiertas de C3b ganar entrada a las células via CR1.
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Babesia rodhani, que activa al complemento, entra a los eritrocitos a través
de CR1; los merozoitos de Plasmodium pueden iniciar la infeccién en forma
similar. Bacterias patégenas como Legionella pneumophila, Mycobacterium leprae, y
Mycobacterium luberculosis se dividen en los fagocitos mononucleares, activan al
complemnento e inician la infeccién de las células a través de CR1y CR3.

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

. a los macréfagos y monocitos via CR3, después de activar al complemento. Hay
evidencia que sugiere que el HIV infecta las células B humanas a través de CR2
en conjuncién con CD4.

En el suero no inmune del hospedero existen otras opsoninas como por
ejemplo la fibronectina. Esta aumenta la internalizacién de los tripomastigotes
de Trypanosoma cruzi en células fagociticas y no fagociticas (Ouaissi et alj, 1984) *
y aumenta la adhesién de Leishmania spp a los monocitos humanos (Wyler et
al., 1985). La unién de la fibronectina a su receptor puede alterar el potencial
fagocitico de otros recepfores celulares de superficie. Porh ejemplo, eritrocitos
cubiertos con C3 son ingeridos por macréfagos humanos en presencia de
fibronectina y no en ausencia de ésta (Pommier et al., 1983). La uni6n del
pardsito a la fibronectina puede incrementar su entrada a través de la
interaccién con otras protefnas del suero o constituyentes de la matriz
extracelular o alterando la funcién de los receptores de la célula del huésped.

Estas interacciones altamente especificas pueden ser consideradas como

procesos de reconocimiento molecular muy especializados. En este contexto, la
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presencia de moléculas reguladoras relacionadas antigénica y genéticamente en
patégenos y mamiferos puede representar la conservacién de motivos de
reconocimiento molecular ancestral importantes para el reconocimiento,

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

1.4 Entamoeba histolytica y el complemento

Los principales hallazgos sobre la interaccién de las amibas con el
sistema del complemento se encuentran resumidos en el siguiente articulo:
Gutiérrez-Kobeh, L. y R. Pérez-Montfort. 1995. Interacciones entre Entamoeba

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

La resistencia de Entamocba histolytica al efecto litico del complemenfo es
un factor muy importante en la capacidad invasiva del parésito. Este activa al
complemento por ambas vias. Diversas cepas de amibas pueden desarrollar
resistencia al complemento y se sabe que las diferencias en la sensibilidad a la
lisis no radican en la activacién del complemento, sino en el manejo del MAC.

El objetivo general de este trabajo fue investigar algunos de los posibles
mecanismos involucrados en la resistencia de E. histolytica al complemento.

Los objetivos particulares fueron los siguientes:

1) Localizar al MAG, utilizando como marcador 1%51-C9, en las fracciones
subcelulares de trofozoitos resistentes (R) y sensibles (S) a suero humano.

2) Investigar si las amibas (R) utilizan como mecanismo de resistencia Ja
exocitosis del MAC en vesiculas, mecanismo empleado por neutréfilos (Morgan
etal., 1987).

3) Conocer si existe transferencia de resistencia de lisados de amibas (R) a
amibas (5).

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

moléculas involucradas.



CAPITULO Ii. MATERIALES Y METODOS

La parte correspondiente a materiales y métodos estd
incluida en el articulo: Gutiérrez-Kobeh, L., N. Cabrera y R. Pérez-Montfort.
1996. A mechanism of acquired resistance to complement mediated lysis by

Entamoeba histolylica. ]. Parasilol,

Il.1 Metodologia adicional

De.spués de demostrar que los lisados de amibas (S), al ser incubados
por 30 min a 37 ° C con amibas (R) adquieren la capacidad de resistir la lisis
mediada por complemento, se procedié a caracterizar parcialmente a la
molécula (s) responsables de esta transferencia. Ademas de los tratamientos
reportados en el articulo, se prob6 la funcionalidad de lisado (R) después de

tratarlo con tripsina y se pas6 por una columna de filtracién molecular.

Tratamiento con tripsina

Se preparé un lisado de amibas (R) en la forma ya descrita y se le agreg6
tripsina (0.13 pg en Tris-HCl 10 mM, pH 7). Se incubaron trofozoftos (S) con el
lisado tratado con tripsina y sin tratar y se realizé el ensayo de lisis en la forma

ya descrita.

Filtracion molecular del lisado (R)



Un lisado de 100x 106 amibas (R) preparado en la forma ya descrita se
pasé por una columna de filtracién molecular de Sephacryl 5-200. La resina se
empacé en una columna de 30 x 2.5 cm y se equilibr6é con PBS-A. Se colectalron
fracciones de 1 mly se juntaron las que presentaron mayor concentracién de
proteina determinada por absorbencia a 280 nm. Estas fracciones fueron
utilizadas para incubar amibas (S), después de lo cual se realizaron los ensayos
de lisis en la forma ya descrita,

La columna se calibré con ferritina |2 mg/ ml}, albdmina sérica de bovino [5

mg/ml] y lisozima [5 mg/ml].
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CAPITULO Hll. RESULTADOS

La mayorfa de los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
se encuentran publicados en el articulo:

Gutiérrez-Kobeh, L., N. Cabrera y R. Pérez-Montfort. 1996. A mechanism of
acquired resistance to complement mediated lysis by Entamoeba histolytica. |.
Parasitol,

III.1 Resumen del articulo.

En este trabajo se analiz6 el mecanismo por el cual los trofozoitos de E.
hi,stolytica‘ evaden la lisis por suero. Lo primero que se hizo fue localizar al
MAC, utilizando como marcador 1251-C9, en las fracciones subcelulares de
trofozoftos (S) y (R) y se observ6 que el %I-C9 se encuentra en las fracciones
que corresponden a membrana plasmaética tanto en amibas (S) como (R), pero la
cantidad de C9 unido a amibas (5) es mucho mayor a la unida por amibas (R)
(Ver figura 2). Se trat6 de determinar si la menor unién de C9 en amibas (R) se
débia a una internalizaci6n o liberacién del MAC, como ha sido observado en
diferentes células eucariontes (Carney et al., 1985; Morgan et al., 1989). Al
incubar amibas de ambas cepas con suero humano normal al 10%, suero
humano deficiente en C9 0 PBS-A se observé que este mecanismo de resistencia
al MAC no es utilizado por L. histolytica, ya que la formacién de vesiculas fue
similar en ambas poblaciones. Posteriormente se probé si la resistencia podia

ser transferida por incubacién de amibas (S) con lisados de amibas (R). Se
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encontré que las amibas (S) pueden adquirir resistencia a la lisis a los 30 min de
coincubacién. Debido a que las amibas virulentas presentan un alto grado de
eritrofagocitosis (Trissl et al., 1978) y que estd demostrado que los eritrocitos
pueden transferir moléculas reguladoras del complemento i vivo (Kooyman et
~al,, 1995), se investig6 si las amibas son capaces de adquirir moléculas
reguladoras de esta fuente. Se demostr6 que las amibas incorporan moléculas
de los eritrocitos y este puede ser un mecanismo importante de resistencia a la

lisis inediada por complemento.

I11.2 Resultados adicionales
Tratamiento del lisado (R) con tripsina
Con el propésito de conocer algunas de las caracteristicas de la molécula .
(s) reséonsable (s) de la transferencia, se traté un lisado preparado a imrtir de
10 x 106 trofozoftos con tripsina. Se incubaron amibas (S) con este lisado y se
realiz6 el ensayo de lisis. Se observé que el lisado tratado con tripsina conservé

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

Filtracion molecular del lisado de amibas (R)

Con el propésito de hacer un fraccionamiento por peso molecular del
lisado de amibas (R) se utiliz6 una columna de Sephacryl-5-200. Se pasal:on 3
ml de un lisado hecho a partir de 100 x 106 trofézoitos (R), se colectaron

fracciones de 1 ml y se juntaron las que presentaron mayor concentracion de
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protefna por absorbencia a 280 nm. Con estas fracciones se hicieron
incubaciones con amibas (S) y los ensayos de lisis respectivos. Se observé que la
capacidad de transferir resistencia se encuentra en las fracciones que de

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

El sistema del complemento es uno de los mecanismos més importantes
contra agentes infecciosos. Todos los parédsitos que entran en contacto con
plasma humano deben en una forma o en otra evadir el efecto destructivo de
este poderoso sistema de defensa (Jokiranta et al., 1995). Los pardsitos han
desarrollado una serie de estrategias que actdan a diferentes niveles de la
cascada del complemento, lo que les permite sobrevivir en el ambiente
inmunol6gicamente hostil del huésped.

El parésito protoctista Entamoeba histolytica puede permanecer como
comensal en el tracto digestivo o invadir algunos érgancs como el higado. Al
tornarse invasivo requiere desplegar una serie de capacidades entre ellas la
resistencia al complemento, Este parasito activa al sistema por las dos vias. Uno
de los mecanismos de activacion es a través de la proteasa de cistefna de 56 kDa
que actfia como una convertasa de C3 (Reed et al., 1989). Las amibas pueden
desarrollar resistencia a la lisis mediada por complemento por la exposicién
continua a suero humano (Calderén y Tovar, 1986). También el tratamiento con
suero bovino las hace resistentes a suero humano y de hdmster e incrementa su
capacidad de producir abscesos hepéticos en el himster (Mogyoros et al., 1986).
Tanto las cepas susceptibles como las resistentes presentan mecanismos y
niveles de activacién similares, por lo que las diferencias en susceptibilidad
deben radicar en el manejo del MAC. Se ha descrito que uno de los principales

componentes de superficie de E. histolytica, la adhesina especifica para GalNAc,
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tiene un efecto inhibitorio en la formacién del MAC (Braga et al,, 1992). Es una
glicoproteina heterodimérica compuesta de dos subunidades de 170 y 35 kDa
probablemente unidas covalentemente (McCoy et al., 1993). La subunidad de
35 kDa est4 anclada a la membrana por GPJ, pero la actividad reguladora del
@mplemento reside en un dominio rico en cisteinas de la subunidad
transmembranal de 170 kDa. Se ha sugeride que una seccion de esta subunidad
muestra reactividad cruzada y poca similitud en su secuencia de nucleétidos
con CD59 (Braga et al,, 1992; Mann et al., 1993). Flores-Romo y cols. (Flores-
Romo et &}l., 1994) han concluido que E. histolytica presenta una molécula
similar a CD59, ya que al utilizar un anticuerpo monoclonal fluoresceinado
contra CD59, las amibas HM1: IMSS virulentas se marcan en forma mucho més
intensa que la cepa BG3 no virulenta.

En este trabajo se investigaron los posibles mecanismos involucrados en
la resistencia de Entamoeba histolytica al complejo de ataque a membranas del
complemento. En la formacién de este complejo participan los componentes C5,
Cé, C7, C8 y C9. E1C9 tiene un papel muy importante en la lisis de células
nucleadas ya que se requiere de la polimerizacién de esta protefna para la
formacioén de la lesion litica (Podack et al., 1982). Por esta razén y otras como su
estructura de una sola cadena la elegimos como marcador del destino del MAC
posterior a la interaccién de las amibas con suero humano.

Para estudiar las diferencias en el manejd del MAC entre amibas

susceptibles (S) y resistentes (R), se preparé la cepa (R) de acuerdo al método
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de Calderén y Tovar (Calderén y Tovar, 1986). La cepa (R) siempre present6 un
porciento de lisis menor que la cepa (S), pero tal como se observa en las figuras
1y 4-6 del articulo la lisis de la cepa (R) en suero humano fue variable.
Teniendo en algunos experimentos porcientos de lisis de 50 y en otros de 10
con suero humano al 50%. No sabemos a que se deben estas diferencias, ya que
las condiciones de cultivo siempre se mantuvieron lo més constante posible. El
suero humano siempre fue fresco y de un solo donador que no presenté
anticuerpos anti-amiba por la prueba de inmunodifusién. De acuerdo a
Calder6n y Tovar una vez que las amibas alcanzan la resistencia al 40% de
suero, ésta se mantiene durante un mes aproximadamente sin requerir la
presencia de suero humano. Nosotros no logramos mantener la resistencia por
un periodo similar, en nuestro caso las amibas volvian a ser susceplibles’
después de una semana o dos de no estar en contacto con el suero. Por esta
razén, la cepa (R) con la que trabajamos fue retada continuamente con suero
humano fresco al 100%.

Para localizar los complejos C5b-9 en las amibas de ambas cepas, éstas se
incubaron con suero humano normal al 10% (concentracién sublitica)
adicionado con 1¥1-C9 y se realizé un fraccionamiento subcelular de acuerdo a
Rosenberg y Gitler (Rosenberg y Gitler, 1985). Se encontré que el C9 se asocia
en ambas cepas a las fracciones correspondientes a membrana plasméﬁcé, pero
la cantidad de C9 unido es del doble en la cepa (S). Se pens6 que las amibas (R)

unfan menos C9 porque de alguna manera lo estaban eliminando. Se investigé



la posibilidad de que las amibas utilizaran la exocitosis en vesfculas como
mecanismo de evasién, el cual es utilizado por neutréfilos y otras células
nucleadas (Carney et al,, 1985; Morgan et al,, 1987). Esto se realizé mediante la
exclusién de vesiculas en una columna de Sepharosa-Cl-2B y no se observaron
diferencias en el patron de elucion entre ambas cepas. La formacién de
vesiculas, demostrada por el pico en la l;’raccién 7, fue independiente del medio
de incubacién y no se encontré al %1-CY asociado a esta {raccion (Fig. 3 del
articulo). Esto demostré que las amibas no eliminan el C9 por exocitosis en
vesfculas.

Una de las formas utilizadas por las pardsitos para evadir la lisis
mediada por complemento es la posesién de moléculas con funciones similares
a las proteinas reguladoras del sistema presentes en mamiferos o el secuéstro
de alguna de estas proteinas del huésped. En la biisqueda de alguno de estos
mecanismos en L. histolytica, se probé si lisados preparados a partir de amibas
(R) eran capaces de transferir resistencia a trofozitos (S) al co-incubarlos por 30
min a 37 © C, Se observé que esta incubacién cambiaba la susceplibilidad de las
amibas (5) al suero humano, ya que se obtenfan valores de viabilidad similares
a los obtenidos con la cepa (R). Las amibas (8) se incubaron también con un
lisado de amibas (S) y éste no cambié su viabilidad en suero humano con lo
que se demostrd que la transferencia de resistencia no se da por la incubacién
con un lisado, sino que tiene que ser un lisado hecho con amibas resistentes a

suero humano En un intento por conocer algunas de las propiedades de la (s)
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molécula (s) responsables de Ia transferencia de resistencia, hicimos algunos
tratamientos al lisado (R) como calentamiento a 60 © C por 30 min, a 100 °C por
3 min, centrifugacion a 436,000 g, adicion de tripsina y del inhibidor de
proteasas E-64. Posteriormente a estos tratamientos los lisados fueron
incubados con amibas (S) y se realizaron los ensayos de lisis. Se observé que el
calentamiento a 60 ° Cy la adicién de tripsina o E-64 no afectaron la propiedad
de conferir resistencia del lisado, mientras que el calentamiento a 100 © C si lo
hizo.

El paso del lisado por una columna de filtracién molecular de Sephacryl-
- §-200 dio 3 picos de elucién y al probar la capacidad de transferir resistencia
de las fracciones de mayor concentracién de proteina de cada uno de ellos se
observé que esta capacidad se en::uenlra en las fracciones con un peso
molecular entre 40 y 20 kDa.

Debido a que las amibas (R) poseen estas moléculas responsables de la
transferencia de resistencia y las amibas (5) no las tienen o las tiene en cantidad
insuficiente para lograr la resistencia, pensamos que las amibas (R) las estaban
incorporando de alguna fuente. El fenémeno de incorporacién de moléculas
reguladoras del complemento y adquisicién de resistencia en distintos tipos
celulares y bajo diferentes condiciones experimentales in vitro estd ampliamente
documentado y recientemente se ha observado in vivo también. Desde 1969
Hoffmann demostré que un lisado de eritrocitos humanos podia proteger a

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



Posteriormente se demostré que la incorporacién de moléculas como DAF en
células inhibe la activacién del complemento (Medof et al., 1984). En eritrocitos
de pacientes con PNH, la incorporacién de CD59 los hace resistentes a la lisis
mediada por complemento (Holguin et al., 1989; Okada etal., 1990).

Debido a que las amibas virulentas presentan una elevada
eritrofagocitosis (Trissl et al., 1978), pensamos que estas amibas podian adquirir
moléculas reguladoras de los eritrocitos. La incubacién de amibas (S) con un
lisado de eritrocitos o con eritrocitos enteros modificé la viabilidad de éstasen
suero humano y se obtuvieron valores similares a los obtenidos con la cepa (R).

Estos resultados sugirieron que las amibas adquieren resistencia a la lisis
mediada por complemento por la incorporacién de moléculas de los eritrocitos.
Para probar en forma més definitiva esta hipétesis se realizaron ensayos de
innunofluorescencia con un anticuerpo anti antigenos de supetficie de
eritrocitos humanos y un segundo anticuerpo fluoresceinado. El tratamiento
con estos anticuerpos de amibas (S), (R), (S) incubadas con un lisado (R) y
amibas (S) incubadas con eritrocitos enteros por 48 h mosiré diferencias enla
intensidad de fluorescencia y éstas correlacionaron con los porcentajes de lisis
en suero humano al 20% (Tabla IL. y Fig, 7 del articulo). Mediante el
fraccionamiento subcelular de amibas, posterior a la incubacién de éstas con
eritrocitos marcados con %], se observé que la mnayor parte de las cpm estin
asociadas a membrana plasmética. Al analizar estas fracciones por

electroforesis se observan bandas de determinados pesos moleculares que
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corresponden a algunas de las bandas presentes en el patrén de corrimiento de
un lisado de eritrocitos. Se observan tres bandas principales que corresponden
a la banda 3 (Mr 97 kDa), banda 4.1 (Mr 78 kDa) y actina (Mr 43 kDa). Esta
correspondencia con los pesos moleculares reportados para algunas proteinas
de eritrocitos indica que hay proteinas del eritrocito que se transfieren en forma
intacta a la amiba y lo mismo debe ocurrir con proteinas reguladoras del
complemento. Una de las razones por las que se observa la captacién por parte
de las amibas de las proteinas antes mencionadas y no de una proteina
reguladora como el CD59 puede ser el nimero de moléculas de cada tipo de
proteina presente en la membrana del eritrocito. La banda 3 es la proteina mds
abundante en la membrana del eritrocito con un ntimero aproximado de copias
por célula de 1,000,000, en segundo lugar se encuentra la actina junto con las
glicoforinas con 500,000 copias por célula y de la banda 4.1 existen 100,000
copias por célula (Repasky y Gregorio, 1991). El namero de moléculas de CD59
por eritrocito es de 20-25,000 y en un experimento de incorporacién
aproximadamente 5000 moléculas por célula son suficientes para proteger
(Lachmann, 1990).

Est4 demostrado que DAF y CD59 se transfieren in vivo en forma
funcional al endotelio vascular (Kooyman et al., 1995). El significado funcional
de este proceso no se conoce, pero se piensa que debido a la funcién de estas
protefnas como inhibidores del complemento la transferencia podria ayudar al

mantenimiento de la integridad vascular. Puede ser que los eritrocitos sirvan
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como depdsitos de estas moléculas y que estas puedan ser transferidas a células
que las han perdido como resultado de la activacién del complemento como
ocurre durante una isquemia transitoria (Vakeva et al., 1994).

En el caso de la transferencia de moléculas reguladoras del
complemento de eritrocitos a E. histolylica, la moléculas que muy
probablexhenl‘e estan involucradas son HRF o CD59 11155 que DAT o MCP.
Como ya se menciond anteriormente, las diferencias en la resistencia al
complemento entre amibas (S) y (R) no radican en la forma o grado de
activacién del complemento sino en el manejo del MAC, La incorporacién de
una molécula como DATF se reflejaria en diferencias en el depésito de C3 o los
diferentes productos de su ruptura entre las dos poblaciones de amibas. MCP
queda descartada debido a que no est4 presente en eritrocitos. De los
inhibidores del ensamblaje del MAC, HRF y CD59, nuestras evidencias

CITANR
experimentales y olras‘ apoyan que la molécula responsable de la transferencia
de resistencia es el CD59. En la caracterizacion parcial de la molécula
responsable de la transferencia de resistencia de lisados (R) a amibas (S) se
observ6 que es muy estable y resistente a tripsina, las cuales son caracteristicas
descritas para CD59 (Sugita et al., 1992). Ademas por filtracién molecular se
determiné que la molécula ests en un rango de peso molecular de 40 a 20 kDay
el HRF tiene un peso molecular de 65 kDa. Los experimentos de Flores-Romo y
cols. (Flares-Romo et al., 1994) demuestran la presencia de CD59 o una

molécula que cruza con el anticuerpo monoclonal anti CD59 utilizado en la
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superficie de amibas virulentas, Este anticuerpo monoclonal puede estar
reaccionando con el CD59 incorporado por las amibas virulentas y también con
la adhesina especifica para GAL-NAc, que de acuerdo a Braga y cols. (Braga et
al., 1992) presenta reaccion cruzada con esta molécula. Nuestros resultados no
son inconsistentes con los de Braga y cols., ya que ademas de que la adhesina
puede funcionar en la inhibicién de]l MAC, es muy probable que la amiba
requiera de un mayor niimero de moléculas reguladoras para lograr una
proteccién completa,

La amiba ademds de incorporar moléculas de los eritrocitos, puede

Las Podain
también,\transferir /%6 a células cercanas. Estd reportado que un anticuerpo
monoclonal, el CD6, dirigido contra la lectina especifica para Gal/GalNAc
reconoce epftopes en la superficie de células epiteliales durante un co—cuitivo
con amibas, Esta transferencia es contacto dependiente y requiere de amibas
enteras. Se especula que este proceso tiene relevancia en la citopatogenicidad
de la amiba y que podrfa funcionar en el rompimiento de la integridad
funcional de algunas células (Leroy et al., 1995).

En este trabajo demostramos que uno de los mecanismos mediante el
cual el parasito Entamocba histolytica evade la lisis mediada por complemento es
la incorporacion de moléculas reguladoras provenientes de los eritrocitos. Este
tipo de transferencia estd descrito para células endoteliales, pero es la primera

descripcién que se hace como mecanismo de evasién en un parésito.
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RESUMEN

La resistencia de Entamoeba histolytica al comple-
mento es un factor importante en Ia capacidad
invasora de este pardsito. En el presente trabajo se
resumen los principales hallazgos sobre lainteraccién
de las amibas con el sistema del complemento. Los
trofozoftos de E histolytica activanal complemento
por las vias cldsica y alterna. Existen diferencias
entre las amibas patdgenas y las no patdgenas en la
resistenciaa la lisis mediada por el complemento. El
mecanismo preciso de la resistencia a la lisis no se
conoce, pero ya se han propuesto algunas hipétesis
acerca de como las amibas resisten la muerte por el
complejo de ataque a membranas,

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

ABSTRACT

The resistance of Entamoeba histolytica to
complement is an important factor in the invasive
capacity of this parasite. This work summarizes the
main {indings about the interaction of amebas with
thecomplement system. Trophozoitesof E histolytica
activate complement by the classical and alternative
pathways. There are differencesbetween pathogenie
and non-pathogenic amebas in their resistance to
complement mediated tysis. The precise mechanism
of the resistance to complement is not known, but
there are some proposed ways of how amebas resist
killing by membrane attack complexes

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

INTRODUCCION

La amibiasis es el padecimiento provocado por ¢l
parasito Entamoeba histolytica. Este parsito pue-
de permanecer como comensal enel tractodigestivo
o invadir algunos 6rganos como el higado. Se sabe

que en este cambio de comportamiento estén
involucrados diversos factores tales como inducci6n
de muerte por contacto en las células del hospedero,
liberacién del ameboporo y proteasas de cistefna y
resistenciaalos mecanismos de defensa del huésped.
Unode estos mecanismos es el sistema del comple-
mento. Este sistema estd formado por un conjunto
de reacciones altamente integradas y controladas
que combinan mecanismos primitivos de reconoci-
micnto y funciones efectoras que juegan un papel
muy importante en otros sistemas de defensa de los
organismos.

L. EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El complemento es el principal sistema efector
citolitico presente en el suero. Estd formado por 30
o mis proteinas, presentes en el plasma o en las
membranas celulares, que actian solas o en coope-
racién con anticuerpos o con células que expresan
receplores del complemento, Desempefia varias
funciones en los organismos como incrementar la
permeabilidad vascular, contraccién de misculo li-
so, liberacién de mediadores de células cebadas,
opsonizacién y fagocitosis, activacién y quimiotaxis
de neutréfilos y lisis de células, entre otras (Tabla ).

El sistema del complemento puede activarse por
dos vfas, Ia cldsica o la alterna, las cuales llevan al
ensamblaje detcomplejo de ataque a las membranas.
La funcién primaria de las vfas de activaci6n es la
formaci6n de las convertasas de C3 que rompen al
componente C3en C3ay C3b. Esta ruptura provoca
la exposici6n de un enlace tioéster que puede reac-
cionar con grupos amino o hidroxilo (Fig 1).

IL. LA VIA CLASICA

Esta via se inicia por lainteraccién del complejo C1,
constituidopor Clq, Cls, Clr, con complejos inmu-
nes formados por anticuerpos de las clases IgG o
IgM unidos a sus antigenos respectivos. Esta
interaccién permite la activacién de las proenzimas
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TABLA 1

PROTEINAS DEL. COMPLEMENTO Y ALGUNAS DE SUS
CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Protefnas Masa molecular Caracterfsticas

(kDa) estructurales
Vias de activacién
Clq 462 Similar a Ia colfgena
Cli/Cls 83/83 Proteasa de serina, SCR®
FactorD 24 Proteasa de serina
C2/Factor B 102/92 Proteasa de serina, SCR
C4/C3 205/185 Conticne tioéster
V(a terminal
C5 190 Similar a C3y C4, sin tioéster
C6/CT 120/110 Formadoras de poros, SCR
C8/C9 15¢/71 Formadoras de poros
Protefnas reguladoras
Plasmdticas
Properdina (P) 220 .
Inhibidor de C1 110 Inhibidor de proteasa de serina
Factor1 88 Proteasa de serina
Protefna que une C4 5007150 SCR
(CAbp)/Factor H Protefna S o vitronectina 83 !
Unidas a membranas e
Factor acelerador del decaimiento (DAF) - 70 SCR, ancla de PI*
Protefna cofactor de membrana (MCP) 45/70 SCR
Factor de restriccién homéloga 65 Ancla de PI
CD59 18 Ancla de PI

Receptores del complemento
CRI (4 alotipos) "
CR2

CR: .
p150, 95

250, 220, 190, 160 SCR

145 SCR
165 () Integrina de leucocito
95 (B)
150 (@) Integrina de leucocito
95 (8)

*SCR: Repeticiones consensales cortas; *PI: fosfatidilinositol

Clr y Cls. El Cls activado rompe al C4 en Cda y
C4b. El C4b interacciona con C2, loque provoca su
ruptura y la formacién de la convertasa de C3 de la
vfa cldsica que rompe al C3 en C3a y C3b, E1C3b se
une covalentemente a la membrana activadora y
funciona como aceptor de C5, lo que modifica la
especificidad de la convertasade C3. Se forma asf
laconvertasa de C5, que hidrolizaa C5 en C5ay CSb,
«con lo que se inicia el ensamblaje del complejo de
ataque a Jas membranas.

1L, LA VIA ALTERNA , N
Laactivaci6n de este via no requiere de la participa-
ciénde anticuerposy juegaun papel muy importante
en la defensa contra los agentes infecciosos. Las
particulas activadoras son de naturaleza diversa
como bacterias, virus, hongos, pardsitos, células
infectadas por virus y algunas células tumorales. La
iniciacién de esta vfase da cuando el C3, modificado
en el tioéster por agua (C3H,0), sufre un cambio y
expresa una conformacién y funcién del tipo C3b

e
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Figura 1. Diagrama que representa las vas de activacién del
complemento que culminan con ¢l ensamblaje del complejo de
ataque 8 membranas. La via cldsica (izquicrda) se dispara por
complejos inmunes y la vfa alterna (derecha) s¢ activa por una gran
variedad de compucestos y superficies celulares.

llamado C3i. E1 C3i se une alfactor By este complejo
es roto por el factor D. Se forma la convertasade C3
de laviaalternaque rompe al C3 enC3ay C3b. Cada
molécula de C3b puede formar una convertasa de
C3, por loque se producen muchas enzimas en la
superficie celular y en la fase fluida. La formacién
indiscriminada de convertasas de C3 se evita conla
accién de los factores H e I. El factor H compite con
B por la unién a C3b y facilita la disociacién de
C3bBb. El factor I hidroliza a C3b. La properdina
estabiliza las convertasas de C3 y CS5 de la via
alterna, Joque impideel decaimientode estasenzimas,

IV. LA VIA MEMBRANOLITICA

Esta vfa se inicia con el rompimiento de C5 en Cla
y C5b. El C5b forma uncomplejocon C6que se une
alamembranacelulary a este complejo se unen C7
y C8. El complejo CSb8 permite la  asociacién y
polimerizacién de C9y la formacién de las lesiones,
Las lesiones producidas porel complejo de ataque
alas membranas permiten el intercambiode peque-
fias moléculas e iones y la entrada de agua, lo que
provoca que las células se hinchen y se lisen.
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Elcomplenento puede participar en el dafioa los
trofozoitos deEnzamoeba histolytica por mecanis-
mos como kisisprovecada por la accién del comple-
mento en forma dependiente o independiente de
anticuerpos y muerte de las amibas mediada por
células fagocfiicas (1),

V.ACTIVACION DEL COMPLEMENTOPOR
Entamocha histolytica

Enlos primeros estudios sobre la interaccién de E
histolytica 'y ¢l complemenlo se demostré que los
trofozoftos delas cepas HK9y NIH200 eran lisados
por suerode humano normal (SHN)a una concen-
tracién mayorde 10% v/v. La lisis de amibas con
sucro adsorbidocontrofozoftos mostré que el efec-
to litico se debfa al complemento y no a los
anticuerpos . Laparticipaciéndel complementoenel
efecto citopatfgeno (ECP) del suero de humano
sobre E histolytica se demostr6 porla inhibicién de
éste por calentimiento a 56°C por 30 minutos, por
la adicién de zimosén, factor del veneno de cobra
(CVE),EDTA0EGTA. Encl Giltimo tratamiento el
ECP serestaur§al afiadir, adem4sde EGTA, iones
de magnesio (0.3 mM). Estodemostrd la participa-
cién de la via alterna del complemento, ya que la
activacién de lavfa alterna requiere de la presencia
de ionesdemagnesio, adiferencia delaactivaciénde
la via clésica que requiere iones de calcio. Ademds,
lostrofozoftosde £ histolytica indujeronlaconver-
siéndel com ponente Ben BbyBa (2), La incubacién
delsuerocon Ebhistolytica caus unadisminuciénde
los niveles de complemento determinados en el
sobrenadante dela reaccién. Al analizar los niveles
de los componentes C1, C4,C2 y C3 en el suero
adsorbido con frofozoftos, seencontrd que el nivel
de C3 se redujosignificativamente, mientras que los
niveles de C1, C2y C4mostraron unalevedisminu-
cién, Esto fue una demostracién mis de que las
amibas eran Lisadas porlaactivaciénde la viaalterna
(2). Otros autores también demostraron esto utili-
zando suero de cobayo deficiente enC4, con el cual
no hubo lisis de histolytica (3).

En otros experimentos se demosir que la amiba-
activa tambi€nal complemento porlavfa clésica. El
uso de sueros deficientes en cornponentes requeri-
dos para laactivaci6n de las vias del complemento
permitié conocerque la superficie dela amiba pro-
mueve laactivacién del complementopor lavfacld-
sica, sin la participacién de anticuerpos especfficos
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(4). Estos autores probaron la activacién del com-
plemento al medir el depésitode C3 y la lisis celular.
Alincubartrofozoftos con suerode humano normal
adicionado con I'*C3, éstos unieron moléculas de
C3b a sus membranas en ausencia de anticuerpos
especfficos,

VI. COMPONENTES AMIBIANOS QUE
PARTICIPAN EN LA ACTIVACION

DEL COMPLEMENTO

La superficie celular de la amiba, rica cn
carbohidratos, es un contribuyente muy importante
enel consumo de componentes de las vias cldsicay
alterna del complemento en la fase fluida (4 y 5).
Actualmente se sabe que una de las proteasas
amibianas, la proteasa neutra de cisteina de 56 kDa,
activa al sistema del complemento por el rompi-
miento de C3 en la fase fluida (6). La degradaci6n
del C3sedaenla cadenaa entre los residuos Sery
Asnenlasposiciones78y 79, de maneramuy similar
a la ruptura de C3 por las convertasas.

VIL LARESISTENCIA AL COMPLEMENTO
COMO UN FACTOR DE PATOGENIA DE
Entamoeba histolytica

Los trofozoftos que infectan tejidos parecen ser
refractarios al dafio por complemento. Para demos-
trar las diferencias en sensibilidad al complemento
se han empleado muestras clinicas cultivadas en
condiciones que imitan las del intestino del humano
por la adicién de bacterias y almidén, Segin Reedy
colaboradores (7), laresistencia o susceptibilidad al
complemento estd correlacionada con los zimo-
demos de los trofozoftos aislados. Las amibas
mantenidas en medio de Robinson con zimodemo I
y I no patdgenos fueron susceptibles a lalisis por
la activacién de la via alterna del complemento.
Porel contrario, 9 de 11 cepas patdgenas (zimode-
mos II, IX y XIV) cultivadas bajo condiciones
idénticas, fueronresistentes ala muerte por comple-
mento (7).

Otros autores probaron la susceptibilidad al suero
de humano y de himster en amibas patGgenas, con
diferente grado de virulencia, crecidas en medio
axénico y medida por la formacién de abscesos
hepéticos en hamster. Encontraron que las amibas
capaces de inducir los abscesos hepéticos en el
hémster son resistentes al complemento y tienen la
capacidad de consumir componentes del comple-
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mento, mientras que las amibas que noson capaces
de inducir abscesos son susceptibles al complemen-
to. De acuerdo a estos resultados, los trofozoitos
deben adquirir resistencia al complemento para
poder sobrevivir dentrodel animal y desarrollar las
lesiones hepiticas (8). Ademds, las condiciones de
crecimiento son un factor muy importante en el
desarrollode laresistencia alalisis por complemen-
to. En otro estudio hecho con aislados recientes de
amibas patégenas y no patbgenas se reportaron
resultados diferentes a los mencionados anterior-
mente. Estos autores abservaron que los aislados
patégenos eran lisados por la activacién de la via
alterna, mientras que los aislados recientes no
patégenosfueroninsensiblesalalisisdependiente de
la activacién por la via alterna (9).

Para lograr comprender como E histolytica inva-
de ciertos érganos del huésped en presencia del
complemento, secultivaron trofozoftos enunmedio
adicionado con suero normal de humano y se prob6
susensibilidad a fa lisis, Las amibas de la cepa HM1
yla clona5C1, derivada de esta cepa, fueron trata-
das repetidamente con suero normal de humano y
mostraron una susceptibilidad reducida a lalisis por
complemente. Laresistencia fuerevertida cuando el
tratamiento con suero normal de humano fue sus-
pendido (10). Estos autores sugieren que la resis-
tencia es una capacidad adquirida y no el resultado
de un procesode seleccién de unasubclona genética-
mente resistente. Esta resistencia depende dela pre-
sencia continua de suero, loque sugiere que es indu-
cida por el complemento,

VIII. ACTIVACION DEL COMPLEMENTO
POR AMIBAS SENSIBLES Y RESISTENTES
AL SUERO DE HUMANO

Las amibas sensibles y las resistentes al suero son
capaces de activar al complemento. Ambas cepas
consumen componentes del complementoen forma
rdpida, demostrado por la cantidad de suero reque-
rida para lisar el 50% de eritrocitos (CH,) y activi-
dades hemoliticas de C3, C7 y C59. Cuando ambas
cepas se incuban con I'*C3 en presencia de SHN al
10%, la cadenaalfa de C3 en la fase fluida se rompe
en C3bo C3bi. Por otro lado, en la superficie celular
sOlo se localizanmoléculas de C3 con la cadena alfa
intacta (11). Se sugiere que las cepas sensibles al
complemento se lisan por unareaccién que incluye
el ensamblaje del complejo de ataquea las membra-
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nas iniciado por ¢l rompimiento de C3 en la fase
fluida (11).

Otros autores probaron la unién de C3 a diferen-
tes aislados de E histolytica. Al determinar
cuantitativamente el C3 unido a las amibas de un
aislado patégeno, un aislado patdgeno pasado por
higado de hdmster y un aislado no patégeno, obser-
varon que las amibas patdgenas sensibles al comple-
mento unieron mis productos de C3 que las amibas
resistentes al complemento. Los productos de C3
unidos covalentemente a los pardsitos fueron C3biy
C3d (9). Estos autores adjudican las diferencias en
susresultados, con respectoato observado anterior-
mente, a que en el primer estudio las amibas fueron
incubadas a una concentracién de suero del 10%.
Esta concentracion sublitica de suero pudo resultar

“enunaactivacién del complemento insuficiente para

detectar C3b en la superficie del parisito.

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

Como un acercamiento en la bisqueda de un
mecanismo de resistencia al complemento en E
histolytica similar a los encontrados en otros paré-
sitos, Braga y colaboradores (12) utilizaron amibas
cultivadas en presencia de suero de humano (resis-
tencia 50% mayor que enamibas no cultivadas), para
inmunizarratones A/J e identificaron dos clonas que
aumentaron la lisis de E histolytica por el suero de
humano. Este aumento en la lisis se presenté en
amibas expuestas a las proteinas de C5b-9 en ausen-
cia de cualquier otro componente, se dio con los
fragmentos Fab del anticuerpo, no lubo lisis en
presenciadel anticuerposolo osin C9y el anticuerpo
aument6 la unién de 1'#-C9 a las amibas de la cepa
HM1 resistente al suero. El componente celular
afectado por el anticuerpo monoclonal es intrinseco
ala membrana de la amiba y no derivado del suero,
ya que ¢l efecto se observd en amibas resistentes a
suero humano preparadas sin la presencia de éste.
Estos resultados sugirieron que el anticuerpo 3D12
potenciabalaactivaciénde CY porel C5b-8, posible-
mente al neutralizar un inhibidor de la formaci6n del
poro, El anticuerpo monoclonal 3D12 inmuno pre-

15

cipitd una protefnaque migrabajuntocon lasubunidad
de 170 kDa de la lectina especifica para galactosa o
“adhesina”, Esta adhesina es uno de los principales
componentes de la superficie celularde Iaamiba. La
adhesina purificada por afinidad redujoenun90%|a
lisis mediada por los componentes del complejo
C5b-9y este efectofue parcialmenterevertidopor la
adicién del anticuerpo 3D12, Se demostré que la
adhesina especifica para galactosa une C8 y C9 ¢
inhibe la lisis de amibas sensibles en el punto del
ensamblaje de C8 y C9. Esto la hace similar a la
proteina reguladora del complemento, el CDS9,
cuya funcién parece residirensucapacidadde unirse
a C8'y C9 en el complejo C5b-9.

Por medio de estudios de citofluorometrfa se
encontr que unanticuerpo monoclonal contra CD59
reconoce una molécula fuertemente expresadaenla
cepa de E histolytica HM1: IMSS. Se compard la
reactividad cruzada entre dos cepas de E histolytica
HM1: IMSS y la mutante BG3, que es menos viru-
lentaentérminos de producci6n de abscesos hepéti-
cos en el himster y se observé que la marcacién fue
sustancialmente mds intensaen la cepa altamente vi-
rulenta (intensidad de fluorescencia media MFI
=249.7) que en la mutante BG3 (MFI=102.3)(13).

Enotros experimentos se observé que laresisten-
cia al complemento inducida en E histolytica pa-
togena, por el paso por higado de hdmster, fue com-
pletamente abolida por fijacién en glutaraldehido o
tratamiento con tripsina y se revirtié parcialmente
concitocalasina B, El efecto de latripsina dependié
del tiempoentre el tratamiento conlaenzima y laex-
posicién al complemento y resulté en un incremento
del doble en la cantidad de productos de C3 unidos
alas amibas, por lo que estos autores piensan que un
factor, sensible a tripsina, interfiere con la amplifica-
cién de la via alterna. A diferencia de lo encontrado
conlasamibaspatégenas, laresistenciaal complemen-
to de las formas no patégenas no se vio afectada por
ninguno de los componentes usados. Al fijar en glu-.
taraldehido a las amibas resistentes y a las sensibles
al complemento, nosélo fueron altamente suscepti-
bles a la lisis sino que también unieron cantidades
similares de productos de C3. Bajo estas condicio-
nes la unidn de C3 fue sicte veces mayor que en {as
amibas notratadas. Estosugiere que los mecanismos
que intervienen en la resistencia al complemento
difieren entre amibas patdgenas y nopatégenas (14).
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IX. LA ACTIVACION DEL COMPLEMENTO
EN EL DESARROLLO DE LA AMIBIASIS

El pape! de la activacién del complemento en el
rechazo de lainfecciénamibiana in vivo fue estudia-
do en hamster tratados con CVF e inoculados pos-
teriormente con E histolytica. El tratamiento con el
CVF resulté en una disminucién del complemento
por al menos dos dfas, lo cual fue mostrado por la
actividad hemolftica del suero y provocé en estos
animales pérdida de peso, mayor frecuenciay grave-
dad en las lesiones hepéticas y disminucidn en el
tiempo de sobrevivencia, en comparacién con los
animales control (15). Los hdmster tratados con el
CVFy los controles mostraron tftulos similares de
hemaglutinaci6n directa, Estoindica quea frecuen-
cia y exacerbacién de los abscesos hepiticos en el
hdmster no parecen deberse a una alteracién o
supresiénde larespuesta deanticuerposalas amibas.

El desarrollo de la infeccién amibianaen el huma-
no es un fenémeno multifactorial en donde el
complemento juega un papel muy importante enla
relacién huéspedpardsito. La presencia de
anticuerpos dirigidos contra antfgenos de superficie
indica que el complemento puede ser activado por

Gutidrrez Kobeh L y Pérez Montfort R

la via cldsica. Los pacientes con abscesos hepéticos
amibianos presentan niveles variables de comple-
mento dependiendo de la fase del absceso. En gene-
ral, los niveles de C3 son bajos y los de Clq son
normales, Esto sugiere quelaviaalternaes activada
o que ¢l daiio hepético puede disminuir la produc-
cién de C3. Por otro lado, se ha observado que las
concentraciones plasméticas de C3d estédn clevadas
en pacientes con padecimientos hepéticos crénicos,
independicntemente de las concentraciones séricas
de C3.

CONCLUSIONES

Laresistencia de Entamoeba histolytica a una delas
defensas dethospedero, como loesel complemento,
representaun factor muy importante enlainvasividad
de este pardsito. Los trofozoitos son capaces de
desarrollar resistencia al complemento si se cultivan
en presencia continua de suero, Las cepas resisten-
tes y susceptibles al suero activan y consumen los
componentes iniciales del complemento enlamisma
formay al mismo grado, por lo que la resistencia a
estemecanismo de defensa del huésped debe radicar
en la forma como las amibas impiden ef ensamblaje
del complejo de ataque a las membranas. ‘
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ABSTRACT: Some Entamoeba histolytica stralins resist
conplement medisted lysis by serum. Both susceptible and
reti;tnnt strains activate the coaplement system
aquivalently, but resistant amabas cu.di mxinq by sembrane
attack complaxes. Our objsctive was to detsrmine the
nechanisa by which trophozcites of K. histolytica resist
lysis by human serum. Amsbas were mads resiatant to lysls by

incubations with increasing concentrations of norsal human
sexum. The possidbility that r'nuun: colls ingest membrane
attack complexea was sxplored by lubccl.l\;lu frectionation
of cutcopnblq' and resistant trophozoltes treated with
sublytic concentrations of human serum containing '
radiclabeled C9. In both cases, most of the labsl was found
esgoclated to the fractions contalning puug nubu.nn; In
equivalent conditions, the susceptible strain conslstently
showad more label assoclated to these tuctl;mc than the

" resiatant strain. Thus, the possibility that the mesmbrans

attack complexss were released to the medium was explorsd.
.Both resistant and susceptidble trophozoltes releass to the
redium sinilar amounts of materlal excluded by Sepharose Cl-
2B ¢n the presence or asbsencs of nomi,huun serum. Laboled
C9 slutes, together with the meln buik of proteins from tha
mediun, indicating that it is not in vesicles or high
wolecular weight aggregates. Coincubation of suaceptible

anebes with {ysates of resistant trophozoites makes



asusceptible cells reslstant within 30 min, Resistance to INDEX DESCRIPTORS: Entamasba histolytica, complement, lysis
lysis by serum can 8180 be acquired by susceptible smshas resistance, machanisa,

after coincubation with lysates from human erythrocytes or

after feeding them with whole himan réd blood cells, .

Reslstant trophozoites show intenss & £luor t

staining on their surface with ;nu-bmuu erythrocytic
mesbrane antibody, whereas uulcwtlbio cells do not. These

results suggest that resistant strains of ‘ubli ;cquho ) )
rnliu.ncc to lysis hg sexum by lncorporating into their ) i
membranes complement regulatory proteins.




Complemant mediated lysis has been described as a hoat
defense mechanism sgainst different parasites and cther
organisms causing infecticus diseases. In general psthogenic
strains are more resistant to its action because they have
developed ditfferent evasion u.tutlglu involving some aspect
of complement activation (Joiner, 1908).

The intsraction of complement with the protozoan
intnnabu histolytica has been studied fsr over 15 yr and
st of the work has besn focused on its activation by the
t.rophoxom. It has been established that wirulent stralns
ganerally cesist lysis by fresh husan serum,” whereas non
virulent straina do not (Reed et al., 19903). There are no
significant dlttannc’e: in the activation of cowlyunt by
resistant and susceptible strains (Reed et al,, 1906).
Activated terminal complement components CSbé, €7, C8, and
€9 sre abls to lyse both resistant and susceptible strains
to a similar extsnt (Raed and Gigli, 1990).

On the other hand, an In vitro mathod has biln'dovuo'pnd '
that bréducu loss of suncoptﬁgluty to complemant lysis by
exposing trophogoites to a seriea of treatments with normal
human sarum (Calderdn and Tovar, 1966). Trophoroites made
resistant to lyill by normal bovine serum using this method
showed resistence to lysis by normal sers from hamstar and
huzan and also showad an snhanced capscity to produce amsbic

Liver abscasses ln hamsters {Hogyoros at ail,, 1986). This

was interprated 83 svidence that resistance to lysis by
normal serum also increasey the virulence of the strain.
There are currently a few indications as to the
mechanism by which amehas become resistant to complement and
actually avade the action of the tor-in-_l cosponents of the
cascada, Calderédn and Tovar (1966) cuéqutod that resisgtancs
to lyais {s an scquired rather than a genetic property,
since susceptibility to lyals was regained within 6 wk atter
treatnents with normal serum were terminated. ’
Bragh et al, (1992) have suggested that the galectose-
specitic adhesin medistes the inhibition of the C3b-9 or
menbrane attack complex nov.:)' {b of its aeq
sinilarity and antigenic crounlctlvu:.y ‘vlth CDH,' an
inhibitor of MAC in humsn blood cells), by ;ohcuhr nimicry
and sheced complament lnhibitory functions. Flores-hsmo st
al. {1994) observed that virulent BM1-INSS strain had & maan
fluorsscence Ln!ondti which was almost two and a hul.t‘ tines
higher than that of the non virulent mutant BG) of the saine -

" straln, vhen stained with a rat minoctonal antihusan CDS9

and FITC-labeled sheep antirat Y{ad’)” fragmants as
ucondari antibody and analyzed by flow cytometry. They

conclude that the parasite contains a CDS9-1ika molecule and

usas the strategy of molecular mimicry of complement

regulatory protsins to evade the host,



In this work we have analyzed the mechanism by which
trophotoltes of B, histolytica evade lysis by serum.
!nltlul{y, we tried to dotcnino it they 1nt-m-1h{ or
telease the MAC, as had been observed for saveral nucleated
" aukaryotic cells (Carney at al., 199%) Morgan, 1989}, Since
our results were Degative, we tasted L€ resistance could be
transterred by colncubatlon with lysates of resiatant cells.
Me found that susceptible amebss could ncqutr_, iyeis
“reslatance within 10 min of colncubatlen. Since virulent
amebas have a high rate of orythxop'huwcytoah, \n' also
investigated Lf they could scquite complesent regulatory’
molaculas from this scurce. Our results show that this la

indeed the case, and iuqqnc that this may be an important ..

wechaniem by which trophozoites realst cosplesent lysis,

NATERIALS AND METHODS

Trophozoites of £, .hhtolxticl strain HH11IMES were
cultured axenlcally in TYI-8-33 mediva at 36.5 ¢ (Dlsmond,
19831, The cells were harvested at elther 40 or 72 hr and
washed twice with phosphate bntt!rl& #aline fox amebas (PBS-
A} consisting of 1 part 15¢ s phosphate buffer pH 7.2 and 8
parts 190 m{ Hacl. C

Amsbas resfstant to lysis by human serum were prapared
‘according to the mathod of Calderén and Yovar {19686}, '
Brietly, 1 X 10° celis vers incubated for 2 he st 37¢ in
Bodifled TYI~5-D3 medium, With 500 ¥ NeCle and 150 Wi Cacly '

" and tresh human serum. After this incubaticn, the celis were

cantrifuged and the medium with huwan serum was repliced by
the usual medium containlng bovine ssrun, The cell nuaber
wed determined after 24 hr and readjusted to tha initial
nuxber snd the treatment with medium contn.lnlng t:u.h human
aerum wsa :op;thd. The Lnitial concentration of fresh humen
serus wzs 10V {v/v) and was increased in 3% intervals o
40%. Once resistance iv lysis was nch'hnd {after 120 days)
(¢ was malntelned by perlodic treatments with Cresh human
sorun {1008} during 2 hr. )
For control experiments with decomplemented seruxm, i ml

freah human serum was saquentlally treated S times with L g



of Zymosan. Under these conditions we did not find any
residusl complement asctivity,
For the lysis assays, 200 pl with 3 X 10 trophozoltes

Inu mixed with 200 yl of fresh or Zysosan inactivated human
serum, The final concentrstions of serum were 0, §, 10, 15,
20, 30, 40 and 0% (v/v). Serum wae diluted in Vercnal
saline buffer for amebas (VBS-M which contalned § md
disthylbarblturate, $00 pM MgCly, 15 pH CacCl,, and 193 wH
Nacx; pH 7.2, The mixtures were incubated at 37 C for 30 min
and the cells were rasuspended every § min, They were
centrifuged at 164 ¢ for 10 sec to eliminate the serux, The
residusl r.xoph'o:oltn weare rnuwloudod in 250 p1 of TYI-8-33
medium to count visble cells, using phass contrast
microscopy in & modified Neub hanber, The p tage of ’
1ysis wes defined as the reduction of viable ml;ul in fresh
humsn serum cospared to that in inactivated human serum, as

follows:

viable cells in coptrol « \&ubh cells in fre srus) X 100
vléh cells In control .
Susceptibility to lysis under equal complement

concentrations in the lytic assay was defined as the

quotient of;

8 lysis for amebas pretrsated with fresh serum X 100
VIys{a for amabas pretreated with Inact{vated serum

© Humn CS, wis puritied a3 duscribad previcusly
{Dlesecker and MUller-Eberhard, 1960; Hammex ot al., 1981},

For scms experinints, 271.5 ng of C9 wers lodinetsd to &

specific activity of 1-2 uCi/ug with 1 vashed lodobead
(Plerce Chamicsl Co., Rockford, llliuols) at 4 C for 5 min.
Fres iodine was removed as praviously described (Tusiynski
et ai,, 1980). with this procedurs, the radiolodinated
protein retained batween 43 and 1008 of the spacitic
hemolytic activity. Subceliular fractions of trophotoltes
incubated with sublytic concentritions of serum contllnin;w
WITcH vere obtalned as described by Rossnberg and Gitler -
(1988), ’
Reledse of high molecular weight materisl, such as
vasicles, by trophosoltes to the medSum was analyzed by '
incubating 10 X 10° trophozoites in ditferent conditions
{sae Reguita), ccntru.uq!.nq the cells at 500 g, and paesing
0.5 mi of supernatant through 8 Sepharose CLe28 colun (1 x

.20_ cd) (Morgsn et sl., 1997). Fractions of 0.3 ul wire

collected and read at 280 nm in a apectrophotometar and
counted tha ganna radlation counter, when necessary.
Huxsn seruz deticient in €9, usid in gome experiments, was

purchased from Sigua (St. Louls, Missourl),

.
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fuebic lysates of guaceptible and rasistant amabas wéo.

prepared by washing 10 X 10 trophozoltes with PBS-A and

’ subjecting them to 10 freeze~thaw cycles. Aftar this, Ne(N-
(L-3 tnn:cnrbaxynn;z—cnrbanyll =L-leucyl]-agmatine (K-64)
was cdd;d to a final concentratlon of 10 jN. Some of these
lysates were h.nt;d at 60 C for 30 ain, put in & boiling
water bath for 3 min or centrifuged at 436,000 g in a
Beckman tabletep ultracentrifuge. o

' Human erythrocyte lynm. were prepared by obtaining $

sl of normal husan hlr;»od and diluting them {nto 5 &l of

sterile Alsevers solution. The red cells were washed ) times

in 2.8 dextrose, 0.1% gelatin, 8 mM diethyl barbiturate,

150 i CaCly, 1 mH HgClyy PH 7.4 (0Gve"), and were counted

in a hemacytometer. From a solution contsining 0.8 x 10"
.'collllll fn DVGE", 300 ul were lysad by adding 300 s

diatilled watar. Isotonic salt concantrations for amebas .

were restored hy adding NaCl tq a final concentration of 190

- ' '

'sulc.pt_iblo trophotoites were exposed to different
lysates by washing 5 X 10° cells with PBS-A and then
incubating them in 200 ﬁl of lysats for 30 min at 37 C, The
suparnatant was eliminated by centrlfugation and the pellet
was rasuspended {n PBS~A to give a ﬂml concentration of

gt

1.5 X 10 cells/ml. Samples of 200 ul were tsken to perform
the lysis cxycrlu.nnt: descrlbed above.
Pkuqocytogh of red cells wag performed by adding 500 ’

. or 750 pl of human arythrocyte suspension (.8 x 10°

calls/al) to a 28 ca' tissua culture flaak of a 48 hr
culturs of trophozoites (9 or 10 X 10° colla) 1n sterile
condltions and cultlvating the amebas for ancther 48 hr,
Cella were th‘n harveated and the resistance to eowl;uut '

" lysis wag deternined as pre‘riously described,

In order to cbserve the proteins fiom the erythrocyte
menbrane incorporated to the ansbas, 5 X 10°* trophozoites
wars fad for 48 hr with ‘I erythrocytes labeled with
lactoperoxidass (Marchalonis, 1969). Brlefly, two 30 mi
conical tubes sach conteining 2 ml of a auspension of 8 X
10 calle/ml wera fncubetad with 3 mct Ma'r and 200u1 of
lactoperoxidase (6 my/ml). 40nl of hydrogen peroxide (0,03%)

' were Added to sach tube at 0, 2, 4 ain of incubation at 37

C. At'6 min, 30 ml of cold DGVB" ware addad to esch tube
and cells were washed oxhauastivaiy. Xodinated erythrucytes
were added to a 23 ca' tissue culture flask of a 49 hr
culturs of trophozoitas (9 or 10 X 10° celis) in sterile
conditions and cultivating the amebas for another 48 hr.
Cells vare then huvutd, washed extansively, fractiocnated

as dascribad by Rosenberg and Gitier (1965) and counted for

' . 12



©WIr, subsequently, {ndividual fractlons wers precipitated

with trichlorcacetic acid {108 final concentration),
incubated In lce for 1 hr and centrifugad at 309,000 g for 1
hr, Precipitates and supernatants wers also counted for ''r,
‘Alternativaly, some amehas ted with Wy arythrocytes ss
deacribed above, wars iynd with bomogenization buffer which
contained 100 W Tris pH 7.4, 250 wM sucrose, LOLN K-84
(€inal concentratlon) and ceatrlfuged at 109,000 g for 1 hr.
Sedi{bented utorh; was resuspanded (n sample buffer and
elactrophoresad in 12.5% slad gels lceordh;q to Lasamli
{1970}, A lysate ot sy orythrocytu was also '

slactrophorased u a control. Gels were dried in a gel dryer.

{8loRad, Mchmnd. Californte) and the lanes were cut into 2
wa alices and counted for I,

Rabbit antiserum against human erythrocyts membrans
antlgens was obtalned trow Daka Corporation (Carpinteris,
California)., Sscondary sntirahbit IgG sntibodies coupled to
tiuorescein wers obtained from Iymsd (San Franclaco,
Cal{tornta}. '

’ Imaunofluosesconce of trophorzoites was perforsed as
follows: some suscaptible trophotoites \'m:.u sads ruluttpt
by incubation with amebic lysates or by srythrophagocytosis,
as previously described, AL} 3 types of cells {1 X 10°) wura
ttxcd.xn either cold methanol or cold 708 athanol with

13

equivalant results. They were waahed threa timez with vBS-A
and tncubated tol:' 1 hr at 4 C with a 1:10 dilution of the
rabbit sntiserum syalnst human erythrocyte mambrane
antigens. The cells were washed J times with VBS-A and
Incubated for 1 hr at 4 C with & 1120 dilution of the
ascondary antibody fn 108 normal goat parum and VBS-A. After
wsshing the cells 3 times u VBS-A they were cbserved m Y

Pe or anaiysed by flow cytomstry ln an
Bpica II ecytofluorometar (COﬂlt't Elsctronics, Hialesh,
rioxida),

. : 1



' RISULTS

Trophozoltes resistant to lysis by serua were oibtained
according to the method described by Calderdn and Tevar
{1906}, Lysis tests were pu:!omd by incubating ths
resistant and susceptible celis with frash or lymosan
treated serum at concentrations of 10, 13, 20, 30, 40 snd
50%, Figure 1 shows repramentative results of several _thu
in which & sean of 94.3% of méoptthh ansbas and a sean of
308 resistant ansbas wers lyn& by trash human ssrum at a
conceantration of 308 {v/v}.

The fixation kinetics of radlolodinated c9 in fresh
ssrua for ausceptible and resistant smehas was practically
identical for both ausceptibleand rasistant amebae. Mors
than 0% of the counts bound within €0 min st 37 C were
already bound to the cells within 15 ain of adding sernum
contalning **ICY data not shown).

% testsd for the possibility that traphotoitye
internalited membrane attack complexss by incubating
susceptible and rssiatant trophoroitss with §0| serun
containing radiojodinated human C9 for 30 min at 37 C. Aftar
washing of the incudation madium cells were washsd twice
with cold PBS-A. Each cell pellet wss then subjected to the
subcaliular frectionation method o.! Rosenberg and Gitler
14965}, Figure 2 shows a rspresantativs experiment ln which
protain was determined in sach fraction as an internal’

15

cantrol. The discontinuaus line shows the radicsctivity cue
to €9 in a paak centaring around fraction 18 for both the
:u;ccptlbh (A} and the resistant (B} trophozoites, In this
wathod, fractions 12-13 have besn identified as those being
moat enriched in plasma wenbrane matkecs (Rosenberg and
Gitler, 1985}, There Goan to be no zignificant diffarsnces
in diatribution of the counts indicating th.at <3 is
assaciated to the plasma membrane, but the aize of the p.uk
for susceptible amebas wss consistently higher then that of
the resistant amabas. Table T ehows the relative valueo '
obtained for tha pesks in geveral sxperimants. These data
damonatrate that more €3 is bound p‘r c_au by susceptible
amebas than by resistent sxabas. . ’
Since reaistant amabas could be eliminating part of the
MAC by shadding it ta the madium, we tasted for this
posaidbility by incubating susceptible and n;utmt ambas
with fresh sarum, sexun deficlent in C9 or PBS-A, for 1 hr

- at different temperstures, and anslyzed the componsnts shed

into the medium by centsifuging tha cells for 5 min at 300 g
and passing the suparnatant through a Sepharose CL~2B column
{20 X 3 cw). Vasiciss shed by amabas should appear in the
ﬂ.nt fractions collected and frea proteins should appear
attervards. Figure 3 shows the "elution pattern cbserved in
both susceptibie and resistant amebas Lncubated with normal
hupah serum (A and B, respectivelyl, human serum deficiant
in C9 IC and D}, PBS-A (€ and F), and normal human serun
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contalning '"'ICY (G and H) for 1 hr at 37 C. Thare were no
differances in the elution patterns betwean susceptidble and
resistant anebas, The formation of vesicles, dosonstratad in
the peak observad in fraction 7, was independent of the
sedium of tncubstion and I was not sesociated to this
fraction (ses G and H). This Indicates that amedas do not
elininate C9 by shedding it in vesicles.

Since trophozoites did not internalize or shed the NAC
on thelir RoRbTaAns, the posalbility that th_uy scquire
molecules that ragulste the seabranolytic pathway of
complemant fixation m' explored. This was done by preparing
axtracts of both susCeptible and resistant trophotoites from
10 X 10' cells by freeze~thaw cycles in the pressnce of 10
‘WM E-64 (£inal concentration). Two lots of the sama '
Susceptible trophoroites wars lncubatsd with the
corresponding axtract for 30 min at 37 C. After
centrifugation-the supernatant was eliminatad and the cells
were rasuspended At a ration of 1.5 X 0% cells/ml
and {ncubated with serum as previcusly described. Figure 4
shaws that the incubation of susceptible samebas with '

extracts of reaistant cells increased their resistance to . '

lysle i{n frash human serum to lavels similar to those of
resistant ceils, whersas those incubatad with the extract of
susceptible ceils remained similar to the corresponding
control. Thus, susceptible ti:opho:oltn could be made
reaistant to lysia hy serum in 30 min of tncubation.
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Since the transferancs of resistance to complement
lyeis by this mathod is reminiscent of that used to protect
antibody coated sheep red blood cells froa complemant attack
{Hoffman, 1969), we speculatad that perhaps anebas could )
becona resistant by incorporating ragulatory molscules for
the sambranolytic pathwsy from phagocytosed srythracytes or
arythrocyte praducts in the medium. To test this hypothests,
th; following experiment wis performed. A lysate of human
arythrocytes was prapered by hemolysing them in distiiled

Vwotu'. This lysate was incubated in a proportion of 1000:1

{erythrocytes:trophozoite}, with susceptible amsbas for 30
nin at 37 €. Aftar washing the t'ubu they were resuspended

.at a concentration of 1.5 X 10° celle/ml and o lysis agsay

was performed as dascribed previocualy, ut;ux; 5 shows that
susceptible anebas incubated vtthviryth‘rocytu lysste show a
ainiler dlqr'u of lysis ruhtméc to frash serum than
susceptible amsbas incubsted with lysate from resistant
amsbas and to smsbas wade rssistant to lysis by rspeated
traatments with frash satunm,

Experinents in which whole human ekythrocytes were
phagocytosed by trophoraites ‘lw gave aimiler results.
Human erythrocytes in s proportion of 450 or 750 psr ameda
ware added to a 25 ox! tiesus culturs flssk and the
trophozoitss ware cuitured additionsily for 48 hr. Amabas ™
wers then washed end resuspended to a final conccntutloh ot
1.5 % W‘{mx and 8 lysis assay was performed as described
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previously. The cells becane more resistant to lysis by
serum after 49 hr of having ingested rad blood cslls, and
this resistance correlated with the proportion of
srythrocytesttrophotoites withln this range (Figure §}.
Yrophotoltes did not grow well in tha presence of highar
numbers of arythrocytes per smeba.

To test Lf amebas incorporated erythrocyte cosponants .
thet mace them resistant to lysis by serum,
immunofluorescence studies oi susceptible and resistant
anabas, prepared by the 3 methods described previcusly ware
perforsad uaing an antiserum to human erythrocyte membranc
antigens. Susceptible amebas tluoresced less intensely pndor
microscopic lnapection than trophotoites nd..ruhtu.\t to B

lysis by different methods (Figure 7). wnntlutlvn'nulyu‘n '

of fluorascence by flow cytomstry showed that cells

resistant to lysis had a mean fluorascence intensity several - -

orders of magnituda higher than susceptible trophotoites
(Table II), . C

The fate of erythrocyte meabrane pronm in amebae was L

followed by feeding surface lodinated red cells to
trophozoltas (400 erythrocytes per ameba) and culturing then
for 48 hr. Anebas were then washed and resuspended at a
ﬂ:nu concentration of 2.5 X 10%/nl and lysed. Subcellular
fractions were cbtained as described snd the fractions
counted. Figure 8 A shows that most of the counts wers

present in fractions 12 to 18, which correspond to amsbic
19 ¢

plasma nembrane, Figure 8 B li’tb\ll that over 008 of the

counts were puclpltutid by trichloroscetic acid in thosa
tractions, while the counts in fractlons containing other
lubcouu}ur components showed less precipitabllity,

The sedimented material of amedic lysates ohuinnd trom
trophoroites that had ingested lu:hc; lodinated
srythrocytes 48 hr earlisr, was analyzed by polylcryluld;
gel electrophoresis. Figurs 9 shows that radloactive bands .
that correspond to scme of the intact proteins labsled by
lactopsroxidase in erythrocyfe membranes are also present in
the cruwde membrane fractlon of tropboxol.‘tu. lrythmytu
ahow labsled bands with Kr of 97, 70, 43 and 25 kDa with a
.t“.P rise in counts near the but.tlnr' txfout.; of tiu Ag-ﬂ.. »
Ambic membranes slso show a big pesk with an Nr of 97 kba, '
two small peaks at 15 and 43 kDa and two big peaks c.antuluq
at 33 and 25 kDa. .



DISCUSSION

The results of this work show that ona of the
mechanisms by which trophoroltes of K, histolytica becoms
resiatant to lysis by serum is the incorporatlon into their
mesbrans of erythrocyte molecules, and perhaps other
nolacules from the medium, that regulate the membranolytic
pathway of complemant fixation. This observation is
consistent with several other findings that have been
uporu.d for pathogenic amebas (Trissl et al., 1978; Rivers
ot al., 19847 Mora-Galindo and Anaya-Veldzquesz, 1993
Flores-Romo et al., 1954). ' —

Phagocytic capacity and increased rates of phagocytosis

of human erythrocytes sre characterlstic of pathogenic
atraine (Trissl et al., 1970). Up to 50 erythrocytes per
trophozoite of £, histolytics, lt:un M1t 4S8, .have besn

- obssrved, with a mean sround 0. rho cytopun of the
erythrocyte s digested relatively rlptdly but {te lubnm
poulltl in the vacuoles for hrs snd is degraded much more
slowly {Nora-Galindo and Ansya-Veldzquez, 1995’_. Thus, :
pathogenic amebas with a higher dlquuon'im and digesting
nore orythrocﬁtu, could anotponti mors regulatory
molecules into their membranes. Also, regulatory proteins
pressnt in the serws of the culture medium or in the troih .

human serum to which amebas are expossd, could incorporate
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into the trophozoite plasma mesbrane, like other culture
mediun proteins (Rivera et al., 1984),

Thia could explain why E. histolytica reacts with a
polyclonal antibody against erythrocyte membrane antigens
(rigure § and Table II) and l--onoclcnu_. antibody to' human -
CD59 (Tlores-Romo et al., 1994). Although E. histolytica
antlgens crossrsact with antlCDS9 antibodles (Brags et al.,
1992), our experiments suggest that the latter can recognize
a crossreacting molscule or human CD59 lncorponhd from the .
culture mediua, . ° ' ' )

Lyutc; of resistant amebas transmit the property of
resistance to lysis to susceptible cells within 30 min
(Tigure 4), lrythxocytn sxe alao able to do this directly
as a lysate or altor sone tin when ingested whole by
trophotoites (Figures S and 6).

Several lines of evidence indicets that some
erythrocyte membrane molecules are transferred intact to th-A,

‘amebic surface. The reactivity with antibody sgainat human

srythrocyte membrane antigans in resistant cells (Figure 7 ...
and Table II) i{ncreases. ruchlorolcc!tc actd pnc!pltlhlo i
rad blood csll membrane protains are touud mainly in ‘
subcellular fractions with azsbic plasma mambrane (Hqur'o
8). Electrophoretic analysis of cru.do arebic nexhranss
obtained from amebas, Qa'at phagocytosed surface labeled
erythrocytes ¢8 hr earlier, show banda observed in 1nf|ct
red cell membranes. In particular, labeled proteins thst
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have the Mr of band 3 (Mr 97 kDa), band 4.1 (Mr 70 kDa) and
actin (ﬁr 41 kDa) (Rapasky and Gregorio, 1991) ars visible
in both praparations (Figure 9}, Thus, other molecules from
srythrocyte ulbrAnll, including cosplesant reguiatory
protains, ahould have thg' same fate. '

The variebility of reslatance to lysls by serum
(compare the resistsnce of the $ or R strains in Figures !,
4, 5, and 6) can be explained by different nuibon and/or
different types of molecules being lm.:orpound into
tropho 1oite membranes.

Qur oburvntlorﬁ are not inconsistent with amsbas
producing molecules that miaic complemant regulatory )
proteins (Braga et al., 1982) . ﬁt thess sxe unlbio to
protect most cells from complement lysis, sfter routine
axenic culture, ' )

Amebas become highly virulent and also resistant to
lysis by serum after Liver passsge in hiul;oru {Mogyozos et
al,, 1966), bn may be significant in this context that the
liver 1s the site for degradation of old lrythmgytul and
synthesis of many cosplement componsnts (Lav and Reid,
1988). " .

oOther possible mambranolytic pathvay ova,lon
mechanisms, important for various nucleated cells (camiy ot
al,, 1905; Horgan, 1969), seenm inilanKICAnt for K.
histolytica, MAC remains on the plasma nubnné eftur 30 min
of incubatlon and 13 not eliminated (Figure 2 A,B). the
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obnru(;tlona'that consistently less C9 was bound per
resistant trophoroite, and that huean C8 and C3 are not
digested by an ameblc lysate containing all active amebic
proteinases (L. Gutidrrer-Kobeh and R, Péraz-Montfort,
unpubl. obur.), auggested that regulatory moleculss on the
surface of resistant l.l.‘bll can part{ally block the binding
of C9. This mechanisn is similar to that of CD59 in rad.
blood cells (Sugita et al., 1588}, Trophotoltes do not
sliminate the MAC complexes Ly shedding, as has bean shown
sor antibody (Calderén et al., 1980) (Figure 3). '
Thus, the main mechanism of resistance to lysia by
serun in ¥. histolytica seems to be through the action of

' regulatory molacules. Amebas sre not ths only cells that can

icqutro these uo}aculu. Functional homologous rsatriction
factor from human erythrocytes can be incorporated into the
mesbrane of sheep ;rythtocytu and pmi-ct them from
reactive lysis by C3b~9 (Zalman et ai., 1987), Intormembrane
transfer of CD39 from erythrocytes to vascular endothelial
colls bas also besn recently demonstrated (Hcclellan et al.,
1994 Xooyman st al,, 1995) ..

‘Pathogenic amsbas that invade the intestinal mucoss are
in constant contact with blood components which includc‘
these regulatory factors, We propose that the acquired
complezent resistance {s due to the incorporaticn and use of

complenent regulatory molecules of the host.
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TABLX I. Relative parcentaga of C3 sssociated with plasea
meabrane fractions of susceptible Entamosha histolytica with
respect to & n_ultaut strain at sublytic ssrum

concentrations.
Expariment Percent of susceptible strain
(resistant strain = 100%)*
1 128.2
2 123.4
,
3 245.3
4 . 287.0
s . 1767 7,
mun ¢ a.d. ' 184.6 § 65,7

..

*Total radicactivity of fractlons 12 to 18 was considered
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TABLE II. Mean fluorescence intensity of susceptible
LEGENDS FOR FIGURES
trophozoltas and trophozoltes made resistent to lysls by

serun ".uh different treatmants. ' . Figure 1: Dose dependent serum lysls of Entamoeba
- ) histolytica susceptlble (S) and resistant (R) to human
Trestaent +. Percent lyals  Log maen . ' complement. Asobas were incubated with 5, 10, 18, 20, 30, 40
in 200 Wi Fluorescence and 50% of sctive or Zymosan Inactivated normal human umi
intensity for 30 min at 37 C. Percent lysls was calculeted as
Nane 043 0.86 ndicated in Materials and Methods. The results sre the mean
' . | of 20 different experiments ¢ standard deviation,
Trash human cerum 6.4 2,48 : . .

. ) Piguse 2: Distribution of wrcy fn subcelluler fractions of
Lysate from reststant 1.7" . 1.29 C _— %, histolytlcs l\uccptlbﬁ {A) and resistant {B) to lysis by>
tropharoltes . . . . ; . normal human serum. Trophosofites were incubated with 'P'rce’

' . ) and normal human serva for 30 min at 37 C. Subcellulsr
Erythrophagocytosis 6.9 ) 3.09 ) fractions were then obtained and individual fractions were

countsd for radioactivity (dotted line), Protein was

) detarnined in sach fraction as sn Lnttimquontxol

t . I ' {continuous Line).

Figure 3: Gel exclusion chromatography of oup'omtanu ot
susceptible and resistant trophozoites after incubation in
difterent conditions. Susceptible (A, ¢, £, G) or resistant
(B, D, ¥, H) amebes vere incubated with 100 noral human
sarun (A, B), normal human serum deflclant in C9 (C, D) or
PBS-A {E, F) for 1 hr at 37 C. The cells wers removed by

centrifugation and the supernatant was spplied to a column
3
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of Sepharose CL-2B. The column was sluted and 300 pl
fractions were collected, Absorbance of the column fractions
was measured at 280 nm {continuous line}. In some )
experiments, ‘PICY waa added to normal human serua (G, M)
and individual tncthnl were countad for radioactivity
{dotted line). Nolecular mass standards are Dext: dextran
blue 2000 kDa, BSA: bovine serum albumin &6 kDa and Lys:
lysazyme 14 kDe.

Pigure 4: Dose dependent serum lysis of suscaptible amsbas

incubated with a lysate of susceptible or resistant amcbag, *

Susceptibla amebay (S X 10°) were treated with 200 pl lysate
prepared from sither susceptible or resistant aamsbas for 30
uin at 37 C. Their susceptibility to normal humsn serum was
then teeted and compared with suscaptible and resistant
trophozaitss, The results are the mean of 4 different
experiments ¢ standard deviatlon.

‘Figure 8: Dose depandent serum lysls of susceptible amebas
incubatad with a lyntq of human srythrocytes. Susceptible
amsbas {3 X 10) were incubated with 300 ui lysate prepaced
from human erythrocytes for 30 min at 37 C, Their
suscaptibility to serum was then tosted and compared with
susceptible amabas treated with en extract of resistant
amebas and resistant trophozoites, The results are the mesn
of 9 different experiments ¢ standard deviation,
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bas fed

Figure &: Dose dependent iysis of ptible
with human erythrocytes and cultured additionally for 48 hr
at 37 C. Erythrocytes were added 4n tpu indicated proportion
to a culture of 48 hr of trophotoltes in sterils conditlions
and were further cultivated. Anebas phagocytosed
arythrocytes as assassed by iight -lc'rolcopy. Their
susceptibiiity to serum lysis was then tested and conmrd
with the lyais of resistant and susceptible amebas. The

' rasults axe the mean of § diffexent experiments & standard

deviation,

Tigure 7: Innmdluorucnnco' photonlcroqn;;hn of susceptible
A) and resistant B-D) £. histolytica stalned with antibady
ageinst husan’ erythrocytic mesbrane entigens and fluorescent
secondary antibody., A) Control susceptible trophozoltea

grown in axenic medium, B) Trophorcites made reslstant ,

according to Calderdn and Tovsr (1986). C) Suscaptible
trophozoites made resistant by coincubation with lysate from
rasistant celis. D) Susceptible trophoroitos made resistant
by erythrophagocytosis. Bar = 20 ‘*t@l; ali photoqn‘pha'.

Figure §: Distribution of I {n subcsllular fractions of E.
hlltol!tlcl_‘\'hlch had been fed with surface labeled
erythrocytas 48 hr earlisr. A) Subceliular tractions were

counted for radicactivity and B) tha pxeclplgnblllty of the
36



counts by 10V trichloroacetic scid in esch fraction waa alse
deterained.

Figure 9: Analysis of surface {odinated proteins i{n vhols
human erythrocytes (continuous line) and in‘crude nanbrane
fractions of K, hutglxs'lcg 40 hr after phagocytosis {dotted 100

line). Amebss were fed with surface icdinated human red
cells and cultuicd tor 40 hr. Washed amabes and surface
labeled erythrocytes were then slecrophoresed on a 12.5V
acrylamidé gel. The gel was dried, cut into 2 sm slices and

counted for Yif,
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