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RESUMEN,

Las fosfolipasas son enzimas ubicuas, que pertenecen al grupo de las

hidrolasas conocidas con el nombre genérico de esterasas. Se dividen en Al,

A2, B, C, D.

Las fosfolipasas A se localizan principalmente en la membrana plasmdtica
de todas las cé€lulas estudiadas hasta ahora y en 1los lisosomas de los
eucariotes. Tambien pueden encontrarse en forma soluble, como parte de los

venenos de insectos y reptiles o toxinas de microorganismos.

Las fosfolipasas son parte esencial de diversos mecanismos biologicos
fundamentales: i) intervienen en el recambio de fosfolipidos membranales, ii)
actuvan como enzimag digestivas y 1ii) participan en el mecanismo ge la

regulacidn genica.

Hace algunos afios se encontrd que los extractos totales de trofozcitos
del- género Entamceba tienen actividad'.hemolitica y citolitica -sobre
eritrocitos de varias especies de mam{feros y las celulas CHO
respectivamente~. La mayor parte de. ambos efectos residen' en una fraccion
vesicular llamada P30. Es sedimentable a 30 000 g y es maxima a pH 8.0 en

'y
presencia de calcio 1 mM.

Recientemente se encontrd que la actividad hemol{tica se debe a dos
componentes: uno termoestable y el otro termolabil., El primero esta
constituido por dcidos grasos libres; posiblemente generados por el efecte de

una citolisina termolabil, una fosfolipasa A.

En este trabajo nos propusimos caracterizar dicha actividad enzimatica

para despues intentar su purificaci&n y finalmente evaluar su contribucion
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especifica a la virulencia de E. histolytica.

Adaptamos un metodo para determinar actividad fosfolipasica en extractos
libres de trofozo{tos de E. histolytica que consistio de dos etapas: a) la
determinacidn de la actividad fosfolipésica por un agente bilen caracterizado,
la fosfolipasa A2 de veneno de abeja, con el cual determinamos las
condiciones experimentales que despues usariamos sistematicamente ¥yb) la
caracterizacidn de la actividad fosfolipésica causada por los extractos

amibiancs.

Observamos una liberacion reproducible de [PHILFC, [° Hlarc, ['4clLFC, o
['4C]AGL, de acuerdo con el sustrato utilizado. las cantidades de 1los
preductos radiactivos se incrementaron en funcion de la dosis de P30 y del

tiempo de incubaci&n. entre 0 ¥y 45 min.

Cuando analizamos el efecto del pH, calcio, y EDTA sobre la actividad
fosfolipdsica de P30 observamos que esta fue maxima a rH 3.5 ¥y 8.0, cuando
estudiamos el efecto de calcio encontramos un pico de éctividad cuando
adicionamos calcio. Sin embargo la hidralisis eBpecifica de [3 HIFC fue del
S0% con respecto a‘la actividad maxima en las mezclas a las que no anadimos
calcio. Por ello analizamos el efecto del EDTA en ensayos 8in calcio ¥
_encontramos que la actividad hidrol{tica se incrementd linealments con

respecto a la concentracidn, hasta 20 mM del quelante.

Como cuando usamos como sustrato ['4CJFC, marcado en el doido graso
esterificado en la posicion 2 del glicerol, observamos una liberacion tanto
del dac. ['? clpalmitico, como de ['4CILFC. Por esto concluimos que P30
cpntiene una fosfeolipasa Al y posiblemente una Ag y/o una lisofosfolipasa,

Para confirmar 1la presencia de la lisofosfolipasa en P30 utilizamoe un
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sustrato especifico (['4C]LFC), con el cual encontramos un incremento claro

de radiactividad en la mancha del ac. [f%¢lpalm{tico.

Por otro lado, comparamos mediante la prueba de T de Student los valores
normalizados correspondientes a dc. ['% ¢clpalmitico y a [®H] GFC; el primero
por ser un producteo especifico tanto de una fosfolipasa A2 éomo de wuna
lisofosfolipasa y el segundo exclusivamente de una lisofosfolipasa.
Encontramos que el producto comuin de ambas actividades era significativamente
mayor {(la P de que ambos valorese fueran lguales fue <0.0005). Concluimos
entonces que en P30 hay wuna lisofosfolipasa y una fosfolipasa A2, ademas de

una fosfolipasa Al, previamente detectada.

Por ultimo anal;zamos el efecto del inhibidor de Rosenthal y del 1 (11
carboxinonil)-2-hexadecil~glicero~3-fosfatidilcolina. Ambos compuestos son
inhibidores espec{ficos de fosfolipasas A. Encontramos que la actividad
fosfolipasica total de P30 disminuyo un 91 y 78% con respecto a los testigos

no tratados.

Por los resultados anteriores llegamos a las siguientes conclusiones:
1) Desarrollgmos un metodo confiable para cuantificar actividad fosfolipésica
en muestras particuladas y complejas. 2) Confirmamos la existencia en P30 de
un efecto hidrolftico sobre fosfolipidos. 3) Lla actividad fosfolipdsica de
P30 se debe en realidad al efecto de dos tipos de fosfolipasas, una cuya
actividad mdxima se detecta a pH 3.5 y otra a pH 8.0. Posiblemente la primera
no requiere calcio y la otra si 1la requiere, llegamos a esta deduccion
porque: Las condicicnes de la hemolisina caracterizada por Said-Ferndndez y
Lopez-Revilla, requiere calcio y su pH Jptimo es 8.0. 4) Lo mds probable es
que la fosfolipasa bdsica dependiente de c¢alcio sea el factor hemol{tico

termoldbil, que a su vez genera al factor hemolitico termoestable (dcidos
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grasos libres). 5) P30 posee en realidad dos tipos de fosfolipasas, una Al, y
otra A2, ademas de una lisofosfolipasa. En este trabajo no detectamos a cual
de las dos corresponde la hemolisgina termoldbil. 6) Ambas fosfolipasas son
inhibibles por los anélogos de FC probados, lo que abre la posibilidad

inmediata de intentar la purificacion de las fosfolipasas amibianas. -

-

Los modelog in vitro, como el que presentamos -en este trabajo,
constituyen un avance en el proceso de identificacidon de los posibles
factores patogenicos amibianos. Nuestro método experimental y la informacidn
que obtuvimos de €1 abren la posibilidad inmediata de caracterizar e
identificar los factores citol{ticos que podrian estar implicados en 1la

virulencia amibiana.
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I. INTRODUCCION

Las fosfolipasas son enzimas ubicuas (1), qQue pertenecen al grupc de las
hidrolasas conocidas con el nombre genédrico de esterasas (2,3).

Clasificacidn

Las fosfolipasas mds comunes se dividen en: Al ,A2,B,C,D, de acuerdo con
la posicidn del ester que hidrolizan preferentemente (Fig.1)(2). Muchas de
estas actuan con mayor eficiencia sobre un tipo especifico de acil fosfdtidos

(cfr.refs.4~7), p.e., la fosfolipasa A2 de Crotalus adamanteus hidrolisa

preferentemente fosfatidilcolina (8), y la de mitocondrias de h{gado de rata
fosfatidiletanolamina (9).

Caracter{sticas gpenerales de las fosfolipasas A

las fosfolipasas A se localizan principalmente en las membranas
plasmdticas y en "los lisosomas de todas las celulas estudiadas hasta ahora
-(1), pero tambiéﬁ pueden eéncontrarge en forma scluble, principalmente
formande parte en loé venenos de hongos ¥y de animales o de toxinas de
microorganispos (10,11). Llas fosfolipasas celulares son esenciales en
diversos mecanismos fundamentales para la vida: 1) intervienen en el recambio
de fosfolipidos membranales (1,3), ii) actuan como enzimas digestivas en los
fagosomas (1), J iii) participan en el mecanismo de la regulacion de 1la
expresion genica mediante la produccicn de dcidos grasos libres, a partir de
les cuales las ciclooxigenasas sintetizan las prostaglandinas, que finalmente
intervienen en muy diversos mecanismos de regulacion celular (1,3). Las
fosfolipasas membranales se hallan estrechamente asociadas a la bicapa

lip{dica membranal y 8e 1lnactivan rapldamente cuando se les separa de dsta

matriz con disolventes orgdnicos. Pero se mantienen estables, e incluso se



I FOSFOLIPASA A,
Hp CO—-C—R,
0 . -
| FOSFOLIPASA B
HCO——C—R,
0
3 FOSFOLIPASA A,
|
H, CO P—X
e |
] ; |
FOSFOLIPASA C FOSFOLIPASA D

Fig. 1. Clasificacion de las fosfatido-acil hidrolasas, de acuerdo con 1la

posicion en la moldcula del dster que hidrolizan.



activan en presencia de detergentes no idnicos (cfr. refs. 6-10), que
mimetizan el ambiente hidrofdbico original de estas enzimas. Un gran numero
de fosfolipasae Al,A2,B y C requleren -‘la presencia de agentes tenscactives
naturales, tales como: i) dcidos grasos libres, 1i) fosfolisoderivados J 1ii)
factores 1{ticos directos. Los cuales son peptidos anfipéticos, lineales con
20 a 30 residuos. Estos ultimos frecuentemente estan asociados a 1las
fosfolipasas solubles en venenos de reptiles e insectos en los mecaniemos
citol{ticos correspondientes (1,10,11). Algunas otras fosfolipasas
lisosomales se activan por efecto del colesterol, mediante un mecanismo aun
no determinado (12). EI1 pH, la temperatura de incubacidn, el calcio ¥
magnesio son los factores que mas influyen en la actividad de la mayoria de
estas enzimas (3,5,10,13,14).

Motodos de ensayo

Los mdtodos de ensayo para las fosfolipasas A, de 1los mds diversos
or{genes, 5a fﬁndamentan en la cuantificacidn de los acidos grasos libres ¥y
la de los fosfolisoderivados producidos por la hidrdlisis de los foafolipidos
correspondientes. Dos de los métodos que se usan con Dayor frecuencia por su
confiabilida@, preoisidn ¥y sencillez son a) el titulometrico ¥ b) el
radioensayo. E1 primero consiste en 1la cuantificacion de la cantidad de
hidrdxido de sodioc {expreeada en nancmoles) necesarioc para mantener estable
el pH de la mezcla de ensayo por un tliempo fijo, la cual es proporcional al
nimero de moldculas de acidos grasoe liberados y por lo tanto, a la actividad
de la enzima (cfr. ref.15). El segundo metodo se basa en la separacicn por
cromatografia en placa fina de 1los productos de hidrdlisis y el Bustrato no
hidrolizado marcados con radioisﬁtopos en sitiocs especificos, para después
‘cuantificar la radiactividad en 1las manchas lipidicas correspondientes. las

dpm porcentuales en los productos de hidrolisis son proporcionales a 1la



actividad expresada en nanomoles, de fosfollpidos hidrolizados ¥

consecuentemente, a la actividad de la enzima (16).

El radicensayo permite también determinar con precision el tipo a que
pertenece la fosfolipasa en estudio, dependiendo de la localizacidn de %?
marca radiactiva en los fosfolipidos y en los productos de hidrglisis: p.e,
si la marca se localiza originalmente en la cagena alifdtica que ocupa la
posicidh 1 en el lfosfolfpido, ¥y la actividad aparece en la mancha
cromatografica correspondiente a los dacidos grasos, pero no en la de los
fosfolisoderivados, la enzima ss una fosfclipasa Al; en el caso contrario es

una A2(2,4,8) (Fig.1l).

Purificacidn de fosfolipasa A asoclada a membrana

Los metodos qQue se usan con mayor frecuencia para purificar las
fosfolipasas asociadas a membrana son: a) cromatografia de exclueidn
molecular, (4,17); b). cromatograffa de intercambio idnico (7); y ¢)
cromatograffa de afinidad, uno de }08 metodos mds rapidos, eficientes vy
especificos. Las columnas para esta clase de cromatografia se construyen con
analogos de leci%ina acopladas covalentemente a Sepharosa 4B. En un solo paso
pueden obtenerse 1las fosfolipasas practicamente puras, cen muy altos
rendimientos (13,14). Una condicion indispensable para evitar 1la
desnaturalizacidn de las fosfolipasas  asociadas a membrana durante su
purificacidn es que'él eluyente contenga entre 0.5 ¥y 1% de un detergente no

idnico, y el extracto crudo este libre de proteasas (9,13).

Antecedentes de la actividad fosfolipésica de E. histolytica

los trofozoitos de E. histolytica cultivados axenicamente tienen
actividad de fosfolipasa A (18) pero no se ha determinado si €esta es Al o A2.

El mayor contenido de esta fosfolipasa (84%) se localiza en 1la fraccion



veslcular llamada P30, Sus principalss sustratos son: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y esfingomielina. Es detectable en una mezcla de
reaccion que contiene calcio 1mM en solucidn salina balanceada de Hanks,
ajustagda a pH 8.0 (19). Esta enzima no es extraible mediante choques
hipotonicos con agua destilada © concentraciones variables de etanol]
cloroformo—metanol (2:1)'0 EDTA (Said-Fernandez, comunicacidn personal). For
ello, es posible que la fosfolipasa amibiana, como muchas otras, sea 14bil en

medios hidrof{licos ¥y requiera la presencia de agentes tensoactivos; tanto

para establlizar su estructura como para su adecuado funcicnamiento.

"Hipotesis

las fosfolipasas A de venenos de hongos, plantas y animales, las dé un
gran numero de microorganismos patdgenog y iaa de linfocitos de mam{fero son
potentes citolisinas (7,10,11,12,13,16,20). En el mecanismo patogénico de
algunos protozoarios, las citolisinas con actividad foafolipdsica Juegan un
papel determinante: el éiolo vital de algunas especles de Babesia y
Plasmodium dependen de la hemolisie de los parasitos intraeritroc{ticos, 1la

cual se produce ,por la actividad de una fosfolipasa A2 (12) y en las

enfermedades producidas por varias especles de Tripanoeomas, este mismo tipo

de actividades enzimaticas es responsable de diversos sintomas (12,21).

E. histolytica es otro protozcario patdgeno, cuya propledad mas notable
es la de destrulr tejidee. La que a su vez, parece depender de la fagocltosis
(22,23) y de la citdlisis por contacto (24,25). En modelos in vitro de
interaccion de trofozoffos enteros o de extractos amibianos con células
susceptibles de mamifero, la actividad citolf{tica amibiana parece depender de
una fosfolipasa A (18,26). La cual reside fundamentalmente en la fraccion

vesicular (lisosomal) llamada P30 (19). Por elle, 1la fosfolipasa amibiana



podr{a ser un factor relevante en ¢l mecanismo patogeénico de la amibiasii.

Secuencla del trabajo experimental

Dividimos este téabéjo en cuatro partes. 1) la primera consistid en el
desarrollo de un modelo experimental que permitid la determinacion de la
actividad fosfolipasica de la fraccidn amibiana P30. Esto implicé a) la
determinacion de la radiactividad producida por cantidades variables de un
agente bien caracterizado: la fosfolipasa A2 de veneno de abeja (3), con lo
cual pudimos efectuar los diferenteé eneayos con resultadoe predecibles, para
despues analizar la actividad enzimdtica amibiana en cuesticn y b) 1la
determinacion de la relacidn temporal de la actividad fosfolipdsica producida
por dosis fijaes de extracto amibiano. 2) En ia segunda etapa determinamos las
condiciones Optimas para el funcionamiento in vitro de esta acfividad. Lo
cual incluyd el analisis de los efectos de los siguientes factores: a) pH, b)
la concentracion de calcioc ¥y ¢) la concentracion de EDTA. 3) En la penudltima
fase clasificamos 1las fosfolipasas de P30, e hicimes un descubrimiento
importante: la actividad fosfolipésica se debe en realidad a cuando menos dos
enzimas: una Al y\ofra A2, una que requiere calcio y 1la otra que no lo
requiere; una cuya maxima actividad se detecta a pH 3.5 y otra a 8.0. Como la
actividad hem?litica descubierta y caracterizada por Said~Fernandez y
1opez-Revilla (27) es maxima a pH 8.0 en presencia de calcio (19), la
fosfolipasa basica, dependiente de calcio muy posiblemente corresponde a la
hemolisina termolabil amibiana (18). La fosfolipasa acldica quizés sea un
agente potenciador o simplemente n¢ intervenga en el efecto 1litico.
Encontramos ademas que P30 tiene' una actividad reproducible de
lisofosfolipasa, la cual también puede tener importantee implicacicnes en la
patogenia amibiana. 4) la Ultima parte de la tesis consistid en la

determinacion - del efecto de dos andlogos de fosfatidilcolina, bien



caracterizados como inhibidores especificos de fosfolipasas A: a) el
2,3-distearoiloxipropil(dim- etil)-B-hidroxietilamonio acetato mejor conocido
cOmo inhibidor - de Rosenthal (28) ¥ b) ol 1(11°
carboxi)-undecil-2hexadecil-glicero—-3-fosfatidilcolina (13,14). Estos
inhibidores actuaron con ‘mucha eficiencia sobre la actividad fosfolipdasica—
amibiana total, 1lo que indica que todas las fosfolipasas A de P30 son
inhibibles con dichos reactivos. Este hallazgo abre la posibilidad inmediata
de purificar las tres fosfolipasas detectadas en este trabajo, medlante
cromatografia de afinidad.

Contribucion y perspectivas del presente trabajo

Conelderamos que 1la principal contribucion al campo de la amibiasis
experimental aportado por nuestro trabajo, es la caracterizacidn de 1la
actividad fosfolipdsica en extractos crudos de trofozoftos de E.
histolytica que permitiria, con mucha probabilidad, purificar a las enzimas
que aqui detectamos. El aislamiento de estas, a su vez, permitira quizas

analizar la participacidn de estos factores en la virulencia de E,

hiBtOl! Eica- \

Las perspectivas a largo plazo cosisten en aprovechar lag citolisinas
amibianas aisladas como inmndgenos © reactivoe confiables para el

diagndstico preciso y oportunc de la amiblasis invasora.



II. MATERIALES

A. Origen de los reactivos.

Obtuvimos de Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, EUA), de
grado reactivo: Ircisteina, dcido ascdrbico, seroalbumina bovina (fraccigﬁ
), Lnx—fosfatidilcolina, fosfolipasa A2 de veneno de abeja , reactivo de
Felin-Cicalteau, lauril sulfato de sodio, trisma base, trisma-HCl, plicina,

histidina y glut&mico.

Adquirimos de Merck México, S.A., el 2,5-difeniloxazole(PPQ),
2,2"-p—fenilenbis(5feniloxazol) (fOPOP), cloruro de ocalcio, cloruro de
sodio, nitrato de bismuto, ioduro de potasio, dcido acdtico glacial, placas
de crOmatOgraf{a, metanol; de Reactivos Monterrey, S.A.: Carbona£o de sodio,
dcido clorhidrico, cloruro de calcio, hidrdxido de sodio, cloroformo, * iodo
resublimado, tolueno, fosfato de potasio monobésico, fosfato de potasio
dibdsico; Bioxdn de México, S.A.: Peptona de caseina, glucosa; Inhibidor de
Rosenthal de Calbiocchem: L—Disi:eroil—M—glycerilfosforil—u-n', Dimetileta-—
nolamina, L-2-3-Dihexadecilglicero—l-fosforilcolina de Beckten-Dickinon and
Co. ;L-distearoil-t{—glicerilfosforil,N,N" dimetiletanolamina, L-o«¢—cefalin
dipalmitoil, L—dipalmitoil-o¢—glicerilfosforil N,N° dimetiletanoclamina de
Dickinson and Co.} rac 1-(11 carboxi)-undecil-2-hexadecil-glicero—3-fos-
fatidilcelina de R. Berhtold Mattenhofs; Lrl—lisopalmitoil-Lrl—[palmitgil—l
C)fosfatidilcolina, Lru&dipalmitoil-[2—pa1mitoii—1—'4C]—fosfatidilcolina, L-
~dipalmitoil [colina-metil-3H]fosfatidilcolina de New England Nuclear (Boston
Mass. EUA), Suero de caballo de Quimica de Fosfatos, S.A.

B. Material biologico.

Cepa HKS de E. histolytica (Diamond, 1968).




Proviene del cepario del Dr. Lopez-Revilla, del Departamento de Biologia
Celular, CINVESTAV, IPN, México D.F.,y 1la hemos cultivado axenicamente en
nuestro laboratorio durante 3 anos.

C. Preparacion del medio de cultive PEHPS=1

Medio basal (PEHFP).

Peptona de casefna 5 g3 D-glucosa 3 g3 L-cisteina 0.5 g; acido ascorbico
0.1 g; NaCl 0.2 g; KH,PO, 0.3 g3 K, HPO, 0.5, Extracto de higado y pancreas

125 ml.

Mezclamos y disolvimos los componentes en 500 ml. de agua bidestilada
esteril. Ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 10 N y colocamos 10 ml. de medio en
tubos para cultivo con tapdn de résca, o blen 80 ml. en botellas de
borosilicato con tapon de rosca. Esterilizamos el medic en autoclave por 15
min. c¢on loe tapones flojos, los que apretamos después, estando los
reciplentes todavia calientes. Almacenamoe el medioc a temperatura ambjente,
por no nds de quince dias. ‘

Suero de caballo
\

Descongelapos el suero en bafo marfa a 36°C y lo descomplementamos a 56°C
por 30 min, agita’ndolo suavemente cada 5 min. Transferimos asepticamente 10
ml del suero a tubos estdriles de  borosilicato con tapdn de rosca y los
incubamos a 36°C por S dias, para éomprobar su esterilidad y lo almacenamos a
~20°C. ‘

Medio completo (PEHPS-1)

Anadimos asépticamente 9% de suero de caballo al medio basal PEHPS,
tnmediatamente antes de sembrar los trofozoftos.

D. Composicion y preparacion de las soluciones




Indicamos la concentracidn de las soluclones madres con un numero seguido
de una X, que representa su concentracion respecto a la solucidn de trabajo

(o solucion 1X).
Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 100X
Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 1 mg.

Disolvimos el componente en 8 ml. de agua bidestilada esteril, aforamos
la solucion a 10 ml. y la distribuimos en volimenes de 1 ml. a viales de 1.5
ml. con tapon de rosca (Bellco, vineland) y la almacenamos en atmdsfera de

nitrogeno a —70°C.
Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 1X

Preparamos la solucion de trabajo diluyendo 0.1 ml. de la solucion
100X con 9.9 ml. de agua bidestilada esteril y la almacenamos a -70 °C, en

alfcuotas de 1 ml.
Tris-HC1 10X

Tris-HCl 3.9 g.

Disolvimos el componente en 15 ml. de agua bidestilada esteril, ajustamos
el pH a 8.0 con NaOH 10 N. Aforamos a 25 ml con agua bidestilada ¥y

almacenamoe a -70°C, Filuida en porciones de 1 ml.,

Tris-HCL 1X.

Preparamos la solucion {1X) diluyendo 1 ml de la solucidn 10X con 9.0 ml.
de agua bidestilada estéril y la almacenamos en atmosfera de nitrogeno a —70

°C en alfcuotas de 1 ml.
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Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS).
NaCl 6.5 g; KHPO, 2.8 g3 KHyPO, 0.5 g.

Disolvimos los componentes en 100 ml. de agua bldestilada estéfil,
ajustamos el pH a 7.4-7.5 con NaOH 10N, esterilizamos la golucion en

autoclave y la almacenamos a 4°C, dividida en porciones de 10 ml.
CaClz—ZHzO 36.8 mg.

Disolvimos el componente en 25 ml. de agua bidestilada esteril ¥y la

almacenamos en alfcuotas de 1 ml. a —-70°C.
Triton X100 10X.

Triton X100 1 ml.

Disolvimos el componente en 25 ml de agua bidestilada estéril y

almacenamos en alfcuotas de 1 ml. en atmdsfera de nitrdgeno a =70°C.
N

Reactivo de Dragendorff (solucion concentrada)

Solucion l.- Nitrato de bismuto 1.7 g. Disolvimos en 100 ml, de acido

acdtico al 20% y almacenamos en un frasco envuelto en aluminio.

Solucidn 2.— Ioduro de potasio 40 g. Disolvimos en 100 ml. de agua

bidestilada esteril y lo almacenamos en un frasco envuelto en aluminio.
Reactivo de Dragendorff (solucidn de trabajo)

Mezclamos 21 ml. de la solucion 1 y 5.26 ml. de la solucidn 2 y aforamos

a 100 ml. con apgua bidestilada; usamos I1nmediatamente después de ser



preparadz,
Solucidn de cloroformo metanol (2:1).

Cloroformo 300 ml; Metanol 150 ml. Mezclamoe los componenles ¥
t

-

almacenamos a temperatura ambilente.
Mezcla crdémica.

Dicromato de potasio 100 g. Disolvimos el componente en'750 ml de agua
bidestilada y 6&sta solucidn se depositc en un recipiente extendido, de
polipropileno © de vidrio! colocado sobre abundante hielc picado y después Be
incorporaron lentamente a 1la mezcla 250 ml. de Hz S04 concentrado, agitando
suavemente. La mezcla crdmica se almacend a temperatura ambiente on un

recipiente de polipropileno (Nalgene).
Mezcla de ensayo 2X.

Mezclamos los Eiguieqtes componentes: 200 pl de Tris—HCl (1q35; 200 pl de
CaCl, (10X)3; 200 ul de Triton X100 (10X); 2ul de fosfatidilcolina de yema de
huevo (1 mg/10 ml); 200 pl de fosfatidilcolina marcada con radiactividad en
diferentes partes de la molécula. Despues se aforc a 1 ml con agua
bidestilada y se sonico (sonicador LAB-LINE INSTRUMENTS, INC. MELROSE PARk,
ILL., 60160) a 40 Whate ‘por 60 seg. Uéamos inmediatamente la mezcla de ensayo

0 la almacenamos en atmosfera de nitrdﬁeng a -70°C.
Mezcla para parar la reaccion.

Mezclamoe 18 mg de un digerido (3 mg de ovolecitina + 300 mU de
fosfolipasa A2 de venenc de abeja incubadae por 30 min. a 37°C; ajustamos la

concentracion de loe productos de hidrdlisis y del sustrato no hidrolizado a

12



10 mg./ml. (por peso seco) con 1 mg. de fosfatidilcolina de yema de huevo y 1
mg. de lisofosfatidilcolina (Sigma). Evaporamos a sequedad con una cor:iente
de nitrééeno ¥ redisolvimos el material seco y 1 ml. de TCA en butanol al 5%.

Almacenamos en alicuotas de 1 ml. a -20°C.

13



ITII. METODOS

A. Tratamiento del material para cultivo

El tratamiento del material y los metodos de cultivo, de resiembra y de
cosecha de amibas son los descritos por Ldpei—Revilla y Rodriguez-Bdez (29).
El medio PEHPS~-1 fue desarrollado por nuestro grupo de trabajo, en la

divieidn de Biologia Celular, UNIBIN, IMSS (datos no publicados).
lavado y esterilizaciocn

El lavado de tubos y botellas para cultivo comprendid los sipuientes
pasos: 1l)enjuague por lo menos de 12h en cloralex dilufdo al li en agua de la
llave, 2)tallado con escobilldn, 3)93§tro enjuagues con agua de la llave,
4)enjuague por 12h con acido clorhidrico al 1%, 5)siete enjuagues con agua de
la llave, 6)tres enjuagues con agua destilada y 7)secado a temperatura
ambiente con el material colocado boca abajo en canastillas metalicas. Los
tubos ¥y botellas con las bocas y cuellos cublertas con hojas dobles de papel
aluminié, Be esterilizaron en un horno a 200°C por 3h y se almacenaron en

gavetas cerradas..

las pipetas serologicas (Bellco Glass Inc. N.Y. ﬁUA) y las pipetas
pasteur se lavaron mediante: 1)remojo en microguat al 1% (en pipeterose de
polipropileno Nalgene Labware Divieion, N.Y. EUA) por 12h, 2)enjuagus en un
sifon (Nalgene) para lévar ripetas por lo menos 2h, 3)remocjo en mezcla
cromica por 12h, 4)enjuage en sifon por 1h y 5)dos enjuagues por inmersicn en
pipeteros con agua destlilada. Las pipetas‘se secaron en el horno a 200 °C
durante 60 min, colocadas verticalmente con la punta hacia arriba en
canastillas metdlicas. lLas pipetas pasteur y seroldglicas se esterilizaron

envueltas en papel aluminio en el horno a 200° por 3h.
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los tapones de tubos y botellas se enjuagaron en microquat al 1% por 12h
y después se lavaron como los tubos y botellas, dejdndolos escurrir para

Secarlos,

Los bulbos para pipetas serologicas cortas ¥ para pipetas pasteur se
esterilizaron en autoclave y se guardaron en frascos de vidrio de hoca ancha
y tapon de rosca. Los tubos contaminados con material bioldgico se

esterilizaron en autoclave y despues se lavaron ébmo los tapones.

B. Tratamiento del material para cromatografia

Lavado y secado

El lavado del material de vidrio para cromatografia comprendid los
siguientes‘pasos: l)enjuague con jabon comercial en polvo, 2)tallado con
escobilldn, 3)cuatro enjuagues con agua de la llaﬁe, 4)tres enjuagues con
agua destilada, 5)secado a temperatura ambiente con ef material colocado boca
abajo en canastillas metélicas, 6)enjuague por 12h con mezcla crdmica,
7)siete enjuagues con agua de la llave, 8)tres enjuagues con agua destilada,
9)tres enjuagues con c¢loroformo—-metanol (2:1), 10)secadc a un hornoc a 80°C
por 3h, 11)los bulbos y tapones se dejaron secar a temperatura ambiente y se
almacenaron eﬁ recipientes libres de lfpidos ¥y hermeticamente cerrados, Todo

oste material se manipuld con guantes de polietileno.

C. Cultivos amibianos axénicos

Regiembra y cosecha

Incubamos la cepa HK9 de E. histolytica a 36 °C en una incubadora de CG
(National Appliance Co.). Antes de cada resiembra observamos 1os cultivos con
el microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar el buen

aspecto morfoldgico y la movilidad de las amibas. Después sumergimos 1las



botelias o los tubos en agua—hielo por 10 min, los agitamos suavemente,
. 4 sy s s .

determinamos la concentracion amibiana, con un hemat{me.ro (American Optical

Scientific Instrument Div.) e inoculamos un numerc conocido de amibas en

tubos o botellas que contenian medio PEHPS-1 (datos no publicados) fresco.

-

Cosechamos las amibas mediante cnfriamiento de los cultivos -en agua-hielo
por 10 min, la centrifugamos a 600 Xg en una centrifuga DPR & 000, Damon/IEC
por 15 min a 4°C y las lavamos con PBS,

Mantenimiento de la cepa HK9.

Mantuvimes la cepa HESQ resembrandocla a 3 tubos por vez: del me]jor
incubamos 1 000 +trofozoitos por ml. a cada uno de 1los 3 nuevos tubos con
medio fresco. Conservamos los de la pendltima resiembra hasta comprobar el
crecimiento de las amibas y 1la ausencia de contaminacion en los cultivos
recién scmbrados. Obtuvimos los cultivos masivos para los experimcntos
sembrando botellas con 125 ml. & de 1 1. dc PEHPS-1 fresco, a partir de un

tubo de rofor.ncia.

7 - P
La Fig. 2 corresponde a una curva tipica de crecimiento dende se observa
N

una ausencia de la fase lag de crecimiento.

la funcion que oncontramos en la fase exponencial de crecimiento de la

cepa HE9 correspondid a la siguiente ecuacidn:

' 0.037390(h de incubacion)+7.2838
Numero de amibas/ml = e

Correlacidn con la recta ré= 00,9537

A partir de €sta ecuacion detcrminamos un tiempo de duplicacion de 18.5h
¥ definimos tanto el indculo como los dias de cultivo necesario para obtener

cultivos creciendo en la fase expenencial, en buenas condiciones

16
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Fig. 2. Relacidn temporal del crecimiento de la cepa HK9 de E. histolytica,

Incculamos por triplicado 1000 amibas por mililitro en tubcs con 5 ml. de
PEHPS-1. Despues de diferentes tiempos de incubacidn a 37°C determinamos la
densidad de los cultivos con un hemat{metro. Cada puhto corresponde a tres
determinaciones independientes. El1 coeficiente de correlacicon con la recta

(r2)=0,9937; P<0.001,
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fisiolégioas.

D. Obtencidn de los extractos totales de trofozoitos y de la fraccidn

subcelular P30

En la Fig. 3 esquematizamog el método de sedimentacion fraccionada que
utilizamos para obtener los extractos amibianos:

Extractos totales

Resuspendimos los trofozoitos 1lavados con dos volumenes de Tris-HCl
agiténdolos suavemente con una pipeta pasteur y los homogenizamos con 100
golpes de un homogenizador tipo Eljehjem-Potter de borosilicatc, con émbolo
de teflon (Bellco, Glass Inc. N.Y. EUA), activado con un motor eldctrico a

1 000 rpm. Después de €ste tratamiento no observamos trof0zoitos‘enteros.

Obtencion de P30

Centrifugamos el extracto total a 135 Xg por 15 min. y obtuvimos un
sedimento, la fraccion nuclear (N) y el sobrenadante correspondiente, que
centrifugamos a 30 000 Xg por 30 min. y el sedimento correspondid a 1la
fraccidn P30, la sual resuspendimos con un volumen de Tris-HCl. Durante este

proceso, manipulamos todas las muestras a 4°C.

E. Cuantificaéién de proteinas

Determinamos la concentracion de protefnas en muestras biolggicas
mediante el método de Lowry et. al. (30). En tubos de ensayo colocamos
muestras por triplicado de 0.2 ml. que contenfan entre 20 y 100 ug de
protefnas; 1 ml. de reactivo C (1 ml. de tartrato de sodio al 1% y sulfato de
cobre al 0.5%, diluido en 50 ml. de carbonato de sodio al 2% e hidrdxido de

sodio al 0.1 N), agitamos las muestras con un vértex ¥ las incubamos 10 min.

a temperatura ambilente; despues afiadimos a cada tubo 0.1 ml. de reactivo de

18



AMIBAS LAVADAS
EN TRIS-HCL

Homogenizacion

EXTRACTO TOTAL (ET)

Centrifugacion por 15 minutos a

135 xg
| .
SEDIMENTO 1 SOBRENADANTE |
(N. FRACCION
NUCLEAR - .
DESECHADO) i Centrifugacion por
1S minutos a
30,000 «xg
{l x
SEDIMENTO 2 SOBRENADANTE 2
(P30, FRACCION (DESECHADO)

VESICULAR)

Fig. 3. Obtencion de las fracciones subcelulares amibianas.




Folin-Ciocalteau 1 N, diluido en HC1 1 N agitamos inmediatamente después con
un vdrtex, incubamos las muestras 30 min., a  temperatura ambiente vy
determinamos la densidad dptica de cada una de ellas a 750 nm (DO 750) en un
espectrofotémetro (Zeiss, ‘modelo PMQIII, Alemania), Calculamos la masa de
proteinas de las muestras amibianas con la ecuacidn que determinamos al
analizar, por regresién lineal, la relacidn de la DO750 con respecto a
cantidades variables de seroalbumina bovina. Obtuvimos &sta ecuacion por cada
una de las determinaciones realizadas.,

F. Mdtodos para determinar la actividad fosfolipasica

Mezclamos en tubos de 15Xi5 mm (de borosilicato, Bellco) 10 pl. de 1la
mezcla de ensayo 2X (Tris-HC1l, CaCl , Tritdn X100, FC) y 4 mCi de [ 3HIFC o
['4C]FC. Despuds afadimos a cada tubo cantidades variables de fosfolipasa A2
de veneno de abeja, de F30 o de SAB —como testigo negativo— e incubamos las
mezclas por 45 min. a 37°C. Despues de ello andimos a cada tubo 25 ul. de una
mezcla de FC, AGL, LFC en TCA-butanol al 5% para parar la reaccion, agitamoé

los tubos por 15 Bege. con un vortex. Después separamos los 1{pidos de cada

muestra mediante\gromatograffa en placa fina (31).

G. Cuantificacidn de la actividad fosfolipésica

Determinamos la radiactividad en las cromatoplacas eluidas por raspado de
las manchas correspondientes al sustrato no hidrolizado ([ 3HIFC o [!4ClFC) ¥
a los productos de hidrdlisis ([°HILFC J [ '*clLrc, [ 3HIGFC v [ '4clagL).
Raspamos la silica gel de cada mancha lip{dica ¥y la mezclamoe con 5 ml. de
coctel para centelleo liquido (2-5 difeniloxazole FPPO, 6% en toluenc) en
viales de borosilicato de 20 ml. de capacidad. Hicimos la cuantificacidn en
un espectrofotometro de centelleo liquido (Tri-Carb, Packard, modelo 3 000

EUA) ajustado a una eficiencia del 60%.
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H. Cromatografia en placa fina

Cargamos las camaras cromatograficas (de borosilicato, 8X23%23.5 cm., SMI)
con una mezcla de disolventes para lipidos polares (cloroformo—metanol—éc.
acetico—agua, 170:40:16:8) y las dejamos saturar por 12h a temperatura

ambiente selladas hermeticamente (31).

Aplicacidn de la muestra y cromatograf{a

Aplicamos 25 ul. de cada muestra gota a gota con una jeringa Hamilton de
S50 pu1, a 3 cm. del borde inferior de 1las cromatoplacas y 1 cm. del borde
izquierdo; los 8 restantes cada 2 c¢m. Secamos las muestras con un

calentamiento ligero con aire de un secador de pelo.

Colocamos verticalmente las cromatoplacas dentro de las camaras
presaturadas; cerramos hermeticamente las camaras, dejamos ascender 17 cm. de
la fase liquida sobre las cromatoplacas y evapcramos los disolventes de las
placas con aire caliente . por 15 min.

I. Identificacion de los lipidos

Revelamos las manchas de fosfatidilcolina y sus lisoderivades como puntos
anaranjados y -fondo amarillo al rociar las cromatoplacas con el reactivo de
Dragendorff (cuatro partes de nitrato de bismuto al 1,7% en acido aceético al
20% v/v, una parte de ioduro de potasio al 40% y catorce partes de agua) (31)
y calentamos ligeramente 1la cromatoplaca o c¢olocando las cromatoplacas
verticalmente dentro de camaras saturadas con vapores de iodo, con lo cual
las manchas lipidicaa se revelaron como puntos amarilles o cafés sobre fondo
blance (31,32,33).

J. Obtencicn de 1{pidos

Obtuvimos estandares, originales de = fosfatidilecelina ¥
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lisofosfatidilcolina a partir de l{pidos totales de higado de rata; partimos
de 3 higados de rata long Evans picados con tijeras y lavamos 3 veces con
PBS, precipitamos con TCA al 5% y centrifugamos por 15 min. a 600 Xg, el
sedimento lo resuspendimos en 8 volumenes de metanol (50°C) y 16 volumenes de
cloroformo, centrifugamos 15 min., a 600 Xg y obtuvimos la fase lipidica en 1a
parte Inferior del tubo, 1la interfase y en parte sﬁperior del t;bo la fase
acuoBa, Secamoe cada extracto con una corrlente de nitrdﬁeno, determinamos su
pesc Beco ¥ despuéa la resuspendimos con cloroformo, ajustando Bu
concentracion a 10 mg./ml. Distribuimoa loe extractoe en recipientes de

vidrio y los almacenamos en atmdsfera de nitrogeno a =70°C,

Obtuvimos los acidos grasos libres c¢olocando 150 mg. de lfpidoa totales
de h{gado de rata en un tubo de borosilicato (cdnico, graduado de 15 ml. con
tapén de rosca, Corning), evaporamos el disolvente con una corriente de
nitrégeno, aniadimos 4 ml. de KOH 4 N y 4 ml. de etanol abscluto y agitamos el
contenido con una plipeta pasteur; tapamos el tubo los sumergimos en bano
maria a 70°C por 4h, dejamos enfriar el contenido a temperatura ambiente y
extrajimos 4 veces con 7 ml. de eter de petrdleo el material no
saponificable. Ajustamoe a pH 1.0 con HCl concentrado la fase acuosa que
contenia 1os‘écidos grasog como Jabones y extralimos 4 veces sucesivas los
acidos ETaB0O8s con eter de petrdleo. Evaporamos el disolvente con nitrdgeno,
pesamos el extracto seco, ajustamog Bu concentracidn a 10 mg/ml en
cloroformo, lo distribuimos a frascos con tapdn de rosca en volumenes de 1

ml. y lo almacenamos en atmosfera de nitrdgeno a —70°C.,

K. Cuantificacion de la actividad fosfolipasica de P30

A tlempos variables de incubacién a 37 °¢ (entre O y 45 min.),

determinames la radiactividad pressnte en las manchas de las cromatoplacas
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eluidas correspondientes a los productos de hidrdlisis ([SH]LFC, [3H)GFe, AGL
vy RI) y del sustrate no hidrolizado [3HIFC, despues de parar la mezcla de
ensayo (adicionada con 4 mCi de [PH]FC y 368 yg de protefna total de P30 J
SAB como control) con 25 #H1 de la mezcla para parab la reaccidn. Hicimos la

cuantificacion de la radiactividad como en el inciso G.

-~

L. Determinacion de la actividad fosfolipésica de P30 en mezclas de ensayo

con pH, calcio o EDTA variables

pH

Determinamos la actividad fosfdlipésica de P30 anadiendo a la mezcla de
ensayo 4 pCi de [PH]FC y 368 jg de proteina total de P30 y ajustandola a pH
de 1.5, 2.0, 3.0, 3.5 con amortiguador de glicina II-HCl, pH 4.0 y 5.0 con
dcido acético glacial a pH 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 con glicina, acido
glutdmico, histidina, Tris-HCl.

ca-l'-l»

Incubamos por 45 min. las mezclas de ensayc adicionadas con 4 mCi de
{3H]FC y 368 pg de proteina total de P30 & SAB -como control negativo—~ y a,
1.0, 2.0, 4.8, 7.2, 9.6, 12, 15, 19.2 mM de CaCl,.

EDTA

Anadimos a las mezclas de ensayo 4 pCi de [3H]FC y 368 pg de proteina
total de P30 ¢ SAB como control y EDTA O, 2.0, 4.8, 9.6, 14,4, 19,2, oM y
lag’ incubamos bajo las mismag condicones que las usadas para analizar el

efecto de calcio.

En todos los analisis paramos la reaccidn, separamos los 1{pidos h'4
analizamos los productos de hidrdlisis como explicamos en los incisos F a H.

M. Determinacidn de actividades 1isofosfolipésicas
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Determinamos actividad lisofosfolipasica de P30 y de una preparacidn
comercial de veneno de abeja Incubando cantidades variables de estas muestras
en mezclas de ensayo adiclonadas -con 4 mCi de ['* CJLFC, usamos como testigo
negativos mezclas de ensaye que contenlan SAB en vez de fuentes de
lisofosfolipasa. Las condiciones de incubacidn y analisis fueron las mismag
que las que utilizamos para determinar la actividad fosfolipésica (inciso F a
H).

N. Analists estad{sticos

a)Para conocer la significancia estadistica entre la cantidad de ['%ClAGL
y de [3 HIGFC. Tabla No. 1 analizamos los picomoles de cada punto, tomando
como base la radiactividad especifica de los mismos despuds normalizamos los
valores y los analizamos medlante 1la prueba de T de Student.Empieamos en el

analisis 21 datos independientes de cada serie.

b)Para comprobar la significancia estadf{stica entre las cantidades
foafolipdsicas de P30 detectada con cada concentracidn de calcio (inciso L)
usamos la prueba de Barlette (35).

0. Efecto de 1nhiﬁldores oespecificoe sobre la actividad fosfolipésica de P30

Determinaﬁos la actividad fosfolipdsica de P30 y fosfolipasa A2 de veneno
de abeja en una mezcla de ensayo adiclconada con 21 mM de inhibidor de
Rosenthal o de COO-FC, con 4 mCi de [4clFc y 368 pg de proteina total de
P30. Despues de 45 min. de incubacion a 37°C cuantificamos la radiactividad

de loe productos de hidrolisis como se indica en los incisos F a H.



IV. RESULTADOS

I. Adaptacidn de un micromeétodo para cuantificar actividad fosfolipasica

En la fraccidn vesicular P30 residen ﬁemolisinas ¥y citolisinas amibianas
capaceB de producir lesiones en la membrana plasmatica de eritrocitos (27) ¥y
células de la 1fnea CHO (35). En trabajos previos, se encontro que esta
ultima actividad depende de la concentracion de dcidos grascs libres que son
generados probablemente por wuna fosfolipasa A (18). En vista de ello
decidimos adaptar un metodo de ensayo que nos permitiera evaluar con
precision y reproducibilidad la actividad fosfolipdsica de P30 para despues
identificar a la 5 a las enzimas respoﬁsables. El primer pasc consistio en el
desarrollo de un micrométodo basado en el descrito por Fred R, Opperdes ¥y
col. (16) en el que usamos como moadelo fosfolipasa A2 de veneno de abeja,
cuyas propiedades son ampliamente conocidas. Las mezclas de ensayo contenian
Tris—HCl, como regulador de pH, FC fria, calcio 1 mM, Triton X100, 4 mCi de

[3HIFC ¥ cantidades variables de fosfollpasa A2 de veneno de abeja.

Encontramos que las dpm correspondientes a [3H]FC, usado como sustrato,
disminuyd con respecto a la cantidad de enzima anadida y se incrementaron
proporcionalmente las dpm correspondientes a [3H]LFC, producido por 1la
hidrdlisis del fosfolipido radiactivo. Cuando afadimos cantidades variables
de SAE, como fuente de proteina equivalente a la de la fosfolipasa de absja,
no observamos incremento en la concentracion de los productos de hidrdlisis,
como era predecible (Fig. 4).

II. Determinacion de la actividad fosfolipésica de P30

Una vez desarrollado y probado el modelo para cuantificar 1la actividad

fosfolipésica intentamos detectar y cuantificar la de P30.
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Fig. 4. Relacidn entre la cantidad de ml de fosfolipasa A2 de veneno de abeja

y la liberacion del monoacil—gliceril-fosforil-[®Hlcolina. Incubamos por 45

min. a 37°C cantidades variables de fosfolipasa A2 de vencnc de abeja o de
SAB en 65 pul de una mezcla de ensayo para fosfolipasa, ajustada a pH 8.0 y
adicionada con 4 mCi de [3HIFC y calcio loM. Analizamos mediante
cromatograf{é en placa fina el contenido en c¢ada muestra de [3 HILFC (9);
PHJFC (0); [3HIGFC; AGL; y en los espacios libres de las cromatoplaces ([]).
Los gimbolos corresponden al promedio y desviacidn estadar de 24
determinaciones y 8 experimentos independientes. Cuando analizamos el modelo
sustituyendo a la fosfolipasa de abeja por cantidades equivalentes de SAB

sdlo encontramos radiactividad en la mezcla correspondiente a [CH]FC (0).
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Al incubar a 37°C por tiempoe variables dOn 368 ug de proteinas totales
de P30, encontramos que la liberacidn [3HJLFC se incrementd linealmente en
funcidn del tiempo de incubacidn, entre O y 45 min. Lo que sugirio que la
actividad de P30 podf{a corresponder a una fosfolipasa Al o A2 (Fig. 5).
Tambien encontramos un pequen® incremento de radiactividad en las manchasg
cuyo Rf correspondid a GFC, lo cual podria deberse a 1la activiéad de una
lisofosfolipasa. No detectamos radiactividad en 1las manchas correspondientes

a AGL y RI (Fig. 5).

Efecto del pH, calcio y EDTA sobre la actividad fosfolipésica de P30,

Identificacion preliminar

Una vez que cuantificamos la actividad fosfolipésica de P30, investigamos

como le afectan el pH o concentraciones variables de calcio o EDTA.

En mezclas de ensayo incubadas por 45 min. a 37°C con 368 pg de proteina
totales de P30 y 4 mCi de {3 H]FC, encontramos que la actividad de P30 tenia

dos picos, una a pH 3.5 y otra a 8.0 (Fig. 6).

Cuando analizgmos el efecto del calcto encontramos una actividad maxima
entre 8.0 y 12.0 gg; Concentraciones menores resultarcn en una disminucion de
la actividad .del 40%, mientrag8 que con mayores concentraciones (20 mM)
detectamos actividad 20% menor, con respecto a la de las mezclas con calcio
10 mM (Fig. 7). Cuando anadimos SAB en las mezclas de ensayo no obeervamos un
incremento Bignificativeo en la concentracion de los productos de hidrolisis
(Fig. 7). Como la actividad fosfolipasica en las mezclas sin calcio afiadido
era notablemente alta, pensamos que podria haber una fosfollipasa amibiana que
no requiere el cation. Por ello, analizamos los productos de hidrdlisis de
las mezclas de ensayo sin calclo anadido y concentraciones variables de EDTA:

Encontramos un incremento del producto de hidrdlieis de una actividad

I
S
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Fig. 5. Relacion temporal de 1la actividad fosfolipasica de P30. A tiempos

variablee de incl.;bacio’n a 37°C determinamos la actividad fosfolipdsica de P30
en una mezcla de ensayo con 4 mCi de [*H]FC y .368 pg de proteinas totales de
P30, suspendidas en Tris-HC1. IDespue’s de 1la incubacion separamos 1os
productos de hidrolisis mediante cromatografia en placa fina y las
cuantificamos en un contador de centelleo 1{qu1do. Los simbolos corresponden
a [3HILFC (0); [3 HIGFC (A); AGL y los espacios vacios de las cromatoplacas
entre las manchas lipidicas (8). Los puntos corresponden al promedio ¥
desviacicn estandar de 9 determinaciones y 3 experimentos independientes.
Cuando incubamos SAB con la mezcla de ensayo, como testigo negative, no
observamos cambios con respecto al tiempo de incubacion en la cantidad de

ninguno de los 1{pidos analizados(4).
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Fig. 6. Efecto del bH sobre la actividad fosfolipasica de P30. Determinamos

la actividad fosfolipésica de P30 en mezclas de ensayo ajustadas a diferentes
valores de pH y adicionadas con 4 mCi de [BHIFC y 368 pg de proteinas totales
de P30, suspendidas en Tris-HCl. Los s{mbolos representan el promedio ¥
[3

desviacion estdandar del contenido de HILFC en las mezclas de ensayo en 7

determinaciones.
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Fig. 7. concentracion de cloruro de calcio y la actividad

Efecto de la

fosfolipasica de P30. Determinamos la actividad fosfolipdsica de P30 en una

mezcla de ensayo adicionadn con cantidades variables de cloruro de calcio, 4
pci de [PHIFC, y 368 ug de protefnas totales de P30 (0) S SAB (®) O A2 de

abe ja (Jr). Despues de 45 min. de incubacion a 37°% cuantificamos la

radiactividad correspondicnte a ({3 HJLFC. Los s{mbolos corresponden al
promedio y desviacidn estandar de 15 determinaciones vy 5 experimentos
independientes. La probabhilidad de que 1los promedios de la actividad

fosfolipésica con diferent.s concentraciones de calcio son diferentes entre

51 resuko estad{sticamente significativa (P>0.05: prueba de Barlette).
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fosfolipésica A, con respecto a la concentracion del quelante (Fig. 8),
cuando usamos SAB no detectamos radiactividad en las manchas correspondientes

a los productos de hidrolisis.

Los resultados anteriores sugerian fuertemente la existencia en P30 de
cuando menos dos fosfolipasas A; upa con actlvidad maxima a pH 8.0 y otra a
3.5; una dependiente de calcio y la otra no.

Deteccion en P30 de una fosfolipasa Al y A2

Una vez conocidas las caracteristicas generales de 1la actividad
fosfolipésica A de P30, intentamos definir si se trataba de una fosfolipasa
Al & A2, por ello usames como sustrato en las mezclas de ensayo [*4c1FC

(marcado en el carbon 1 del dcido palmitico esterificado en la posicidn 2 del
/ .
glicerol) y concentraciones variables de proteinas totales de P30,

= [|4

encontramos que las dpm correspondientes a C]JLFC como las dpm de los

['4C]AGL se incrementaron con respecto a la cantidad de P30: la radiactividad

[|4

de las manchas cdrrespondientes a CILFC fue dos veces mayor que la de el

["‘C]palm{tico, lo cual sugiri& fuertemente 1la presencia de una

acido
fosfolipasa Al y de’ una A2 y/o una lisofosfolipasa (Fig. 9). Cuando usamos
SAB en vez de P30 no encontramos radiactividad en 1las manchas
correspondientes a LFC ni AGL (Fig. @), lo que avala la confiabllidad de los

resultados.

Confirmacion de la existencia de actividad de lisofosfolipasa en P30

Como los resultados anteriores presentados en las Fig. S5y 9 sugerian 1a
presencia de una actividad de lisofosfolipasa en P30, decidimos utilizar una
mezcla de ensaye que contuviese [l4 CILFC como sustrato radiactivo ¥y
cantidades variables de protefnas totales de P30 como posible fuente de

lisofoefolipasa en cuestion. Encontramos un incremento claro de radiactividad
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Fig. 8. Incremento de una actividad fosfolipasica de P30 en funcion de

®
O 4 8 12 16 20

la

concentracidn de EDTA. Determinamos 1la actividad fosfolipésica de P30

mezclas de ensayo con [3H]FC con cantidades variables de EDTA y 368 pg
protelnas totales de P30 (0) O SAB como testigo negativo (®). Despuds de
min. de incubacidn a 37 °C. cuantificamos la radiactividad correspondiente
[*HILFC. Los simbolos corresponden al promedio y desviacion esténdar de

determinaciones y 5 experimentos independientes.
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Fig. 9. Relacion . entre la cantidad de protelnas totales de P30 y la

[|4

liberacion del monoacil— Clgliceril—fosforilcolina y el dc. {1-

'4clpa1mitico . Determinamos el +tipo de fosfolipasa A que pertenece 1la

actividaad fosfolipésica de la fraccion P30 usando una mezclﬁ de ensayo con 4
pci de ['#CIFC y concentraciones variables de proteinas totales de P30 J SAB
—-esta Ultima como testigo negativo-~. Despuds de 45 min.lde incubacidn a 37°C.
determinamos la radiactividad correspondiente a ['*CILEC (0) y PA'C]AGL (9),
producidos por 1la enzima amibiana ¢ a la radiactividad detectada en las
po..iones equivalentes a ('*CILFC (O) 8 de. [!%Clpaimitico despuds de separar
estcs productos mediante crOmatograf{a en placa fina. Llos simbolos

bor:eSponden al promedio y desviacion estandar de 9 determinaciones y 3

experimentos independientes,



en las manchas correspondientes a acido ['4 Clpalmitico con respecto a la
cantidad de P30 (Fig. 10). Cuando usamos fosfolipasa A2 de veneno de abeja,
la cual habitualmente esta contaminada con una lisofosfolipasa, encontramos
resultados similares. En cambio en las mezclas que 5610. contenian SAB como
fuente de prote{na no detectamos  radiactividad en las manchas
correspondientes a loe productos de actividad lisofosfolipasica (ng. 10).

Efectec de inhibidores especificos sobre la actividad fosfolipdsica de P30

Como el objetivo final de este trabajo era determinar las caracteristicas
de la principal fosfolipasa amibiana para después intentar su purificacién
mediante cromatograffa de afinidad en una columna de Zepharosa acoplada a un
inhibidor especifico de fosfolipasa (13,14), analizamos el efecto de dos
anélogos de FC conocidos como inhibidores de fosfolipasas A. Probamos estos
con una concentracion fija en la mezcla de ensayo de 21 mM y 368 ug de
proteinas totales de P30. Incluimos como testigo en estos experimentos
fosfolipasa A? de veneno de abeja, la cual era pr~.-.ciblemente inhibible

(39).

Cuando probamos amboe anélogos de FC, el inhibidor de Rosenthal (28) o el
1(11 carboxinonil)-2-hexadecilglicero—3~fosfatidilcolina (13,14), encontramos
que la actividad fosfolipésica total de P30 disminuy6 91 ¥ 78%
respectivamente (Tabla 2). La potencia inhibitoria de ambos reactivos sobre
la foefolipasa A2 de abeja fue equivalente al 87 y 94% respectivamente, con

respecto a las mezclas no tratadas (Tabla 2).
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Fig. 10. Actividad de lisofosfolipasa en P30 y en una preparacidn comercial

de fosfolipasé A2 de veneno de abeja. Incubamos mezclas de ensayo con 4 mCi

de ['*C]JLFC y concentraciones variables de P30 (0) y de una preparacion de
fosfolipasa de veneno de abeja (®; FVA) & de SAB (8), Despues de 45 min. de
foubacidn a 37 °C determinamos la radiactividad del dc. ['%cClpalmitico
producido en cada reaccion. Los simbolos .corresponden al promedio ¥y

desviacion estdndar de 9 determinaciones y 3 experimentos independientes.
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TABLA 2

INHIBICION ESPECIFICA DE LAS FOSFOLIPASAS AMIBIANAS Y DE VENENO DE ABEJA™

FOSFOLIPASAS INHIBIDORES ADICIONADO A LAS MEZCLAS DE ENSAYO
, £
AMIBIANAS NINGUNO IR coo-rc”
- €
DPM DPM %INHIBICION DPM %INHIBICION
d
Al 16861+200 1808+696 89.2+0,4 4634+1117 72.5+6.6
. [}
A2 8000+2471 6234332 92,2+4,1 1246+166 B84.4+2.0
DE_VENENO
DE_ABEJA
e
A2 9068+1088 11564353 87.243.89 480+92  94.7+1.0

nInhibidor de Rosenthal

b1(11 carboxi)-undecil-2-hexadecil-glicero—3-fosfatidilcolina

¢ con respecto a las DPM de las mezclas testigos no tratadas

d Radiactividad detectada en las manchas cromatogrdficas correspondientes a
( "c)1Fc. Producto de la hidrdlisis de 2-[1-'4c)palmitil-FC.

¢ Radiactividad detectada en la mancha correspondiente al acido
[1-'4C]palmitico, usando como sustrato [ 14¢]Fe,

Los datos corresponden a los promedios y desviacidnes estdndar de 21

detcrminaciones y 6 experimentes independientes.
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V. DISCUSION.

la wvirulencia de E. histolytica -cuyos mecanismos patogénicos se
desconocen en gran parte—, parece depender esencialments de la capacidad de
estos pardsitos para proliferar y destruir los tejidos del hudsped (36). En
los ultimos anos se han podido identificar y caracterizar varias actividades-
biologicas que podrian estar {ntimamente relacionadas con esta ~propiedad
amibiana, mejor conocida como "invasividad". Tales son: la unidn especifica
de las amibas a lae células blanco, por medic de adhesinas; las cuales estan
situadas en la superficie de los trofozoitos (37); la fagocitosis (21,22,38);
varios Qfectoa citotoxicos (39), entre ellos uno enterotoxico (40); 1Ila
evasion de la respuesta inmme (41,42) y la citdlisis (25,26,38,43,44).

Nuestro grupo ha estudiado esta propiedad 1{tica durante los Ultimos diez

anos (18,19,27,35).

En 1980 Said-Fernandez y Lopez~Revilla (27) describileron ¥ carécterizaron
una actividad hemol{tica en extractos libres de trofozcitos de E,
histolytica (19). Despues, Prasad et. al. confirmaron y ampliaron estas
observaciones (45)¢ En los trabajos iniciales se habla encontrado que los
extractos amibianoe eran capaces de lisar celulas nucleadas de mam{fero (27)
y posteriormeﬁte nosotros confirmamos estas observaciones medifante un método
cuantitativo de citolisis, el cual permite analizar sistematicamente esta
propiedad amibiana sobre células CHO (35). El1 efecto hemolitico de 1los
trofozo{tos de E., histolytica se localiza ﬁayoritariamente en una fraccion
vesicular llamada "P30" (19). Es maxima en presencia de calcio 1mM a pH B.0 y
Bu potencia se incrementa hasta clen veces despues de 36h de incubacion a 36
°Cc (19). Este efecto se debe a dos componentes: uno termoestable y el otro

termoldbil (18). E1 primerc esta constituldo por acidos grasog libres;



posiblemente generados por una foefolipasa A, la cual probablemente actla
directamente sobre la membrana plasmatica de las celulas blanco, dicha enzima

puede ser el factor hemolitico termoldbil (18).

En este +trabajo nosotroe hemos caracterizado la principal actividaa
fosfolipdsica de los trofozo{tos, dada su presunta lmportanclia como un factor
de virulencia de E. histolytica. Con tal proposito desarrollamos un modelo de
ensayo in vitro con el que confirmamos la existencia de dicha actividad y la
cuantificameoe con precisi&n ¥ reproducibilidad. Para lo cual nos basamos en
un método descrito por Fred R. Opperdoes y col., con el que caracterizaron

una enzima similar de Trypanosoma brucel (16). Para incrementar Ila

factibilidad de nuestro proyecto, tomamos en ocuenta toda 1la experiencia
previa sobre la actividad hemolitica amibiana. Eepeclalmente la referente a
la obtencién y mane jo de la fraccion ?30; donde residen ambas actividades, la
hemol{tica y la foafolipésica (18). Llas principales precauciones tomadas
fueron las siguientes: a)obtuvimos 1los extractos totales de los trofozoftos
mediante homogenizacicn mecdnica, para | preservar en lo posible la
compartamentalizacidn  subcelular:  otros investigadores futinariamente
homogenizan 1los t;ofozoitos mediante sonicacidn o ciclos repetidos de
congelacion—descongelacion; con 1lo-que posiblemente s8e desnaturalizan las
presuntas citolisinas. Ello explicaria la falta de exito en miltiples
intentos para detectar 1la actividad citolitica en 1los extractos amibianos
(44,46,47,), b)como la fraccion amibiana con mayor actividad citolltica y
fosfolipdeica es una fraccidn asociada a membranas (19), en nuestro modelo
adaptamos todas las condiclones anal{ticas para manejar la enzima en forma de
suspension, la cual representd una dificultad extra, en vista de que este
tipo de enzimas ee inactivan con facilidad al +tratar de solubilizarlas en

medios hidroff{licos (cfr. ref. 6-10) y las mezclas son complejas, insolubles
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¥ turbias.

Por otro 1lado hicimos al metodo original una reforma importantes
Analizamos la actividad fosfolipésica en un modele experimental donde el
volumen final de la mezcla de reaccidn no excedia a 45 pl en vez de éS,pl. Lo
cual confirid tres ventajas a nuestro metodo: la posibilidad de i)analizar
sincronicamente un mayor numero de muestras, ya Que Be requiere menos
radiactividad que con otros métodos, incluyendo el que usamos Iinicialmente
como marca de referencia (16); ii)realizar los ensayos en mucho menos tiempo
que los metodos tradicionales y iii)ahorrar una considerable cantidad de
reactivo. Esta ultima ventaja es especialmente importante en nuestro pais,

donde loe compuestos radiactivos resultan extremadamente costosos.

Elejimos a la cepa HK9 de E. histolytica para desarrollar este traba jo
por ser una de las cepas que producen mayor rendimiento en los cultivos (27);
¥ por que en ella se detectaron y caracterizaron 1los efectos hemol{ticos

(19,27) ¥ citoliticos (35) amibianos..

El desarrollo de nuestro modelo experimental coneistid primero en
analizar los efectbs de una fosfolipasa blen caracterizada: la A2 de veneno
de abeja (3), -cuyos resultados eran predecibles. Con esta enzima conseguimos
reproducir una curva dosis-respuesta t{pica (Fig.4), 1o cual confirid a
nuestro metodo solidez ¥y confiapilidad. Usamos esta misma fosfolipasa durante

el desarrollo de nuestro trabajo como testigo interno.

Una vez adaptado y probado el modelo experimental, analizamos la
actividad fosfolipdsica de los extractos amibianos: pudimos confirmar, en
primera instancia, las observaciones iniciales de Said-Ferndndez ¥y

Lopez-Revilla (18) sobre la existencia de actividad fosfolipasica en P30.



Los fundamentos experimentales de este nuevo metodo fueron las
siguientes: despuds de incubar los tubos de reaccidn con dosis variables de
P30, adiclonados con [PH]FC y reguladores de pH y de osmolaridad, separamos
los productos de hidrdlisis mediante cromatografia en placa fina (31). Con
6llc observamos que la radlactividad en las manchas cromatogréficag
correspondientes a [3HILFC se incrementd con respecto al tiempo de incubacidn
(Fig.5). Lo que nos sugirlo que la actividad de P30 podria ser una
fosfolipasa del tipo Al o A2 (Fig. 11), confirmando lo sugerido en trabajos
previoe (18). Como ademss encontramos radiactividad significativa en las
manchas cuyo Rf correspondia a GFC, la cual tambiédn se incrementd con
respecto a la cantidad de P30 aﬁadida-a las mezclas de ensayoc, pensamos que
esta frgccién amibiana podria contener tambien una lisofosfolipasa (Fig. 123.
la ausericta de radiactividad en las manchas cromatogrdficas correspondientes
a AGL y en las zonas donde no habia lipidos -l¢ cual era predecible-

sustentan esta conclusion (Fig. 5).

Durante 1la caracterizacidn de la' actividad hemolitica de P30,
aid-Fernandez y Ldpez—Revilla encontraron que su maximo efecto ocurria a pH
8.0 (19), vy comd‘lg actividad fosfolipasica podria corresponder a este
fendheno, nosotros determinamos el efecto del pH sobre esta ultima actividad.
Encontramoe que P30 tiene dos picos de actividad fosfolipésica: una a pH 3.5
-y otra a pH 8.0. Esta ultima era dos veces mayor que la detectada a pH 3.5
(Fig. 6); Be deduce de aqui que P30 posiblemente tlene dos actividades
fosfolipésicas. Por otro lado, como a pH €.0 Be manifiesta tanto el maximo
efecto hemolitico como 1a mayor actividad fosfolipasica de P30, es muy
probable que exista una identidad entre la hemolisina termolébil, descubierta
en trabajos previos (18) y la actividad fosfolipésica. Las evidencias 4que

presentamos mas adelante apoyan aun mas esta suposicidn.
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la existencia en P30 de cuando menos dos actividadee fosfolipasicas se
confirmd cuando detectamos una notable actividad en las mezclas de ensayo, a
las guales no afadimoe calcio (Fig. 7). Como esta actividad se incremento
linealmente en funcidn de la concentracidn de EDTA, hasta 20 mM (Fig. 8),
nosotros conclulmos que una de las fosfolipasas de P30 no requlere calcic. lo
mds probable es que dicha enzima sea la acidica, coa un maximo a pH 3.5 ¥ i;
hemolisina termoldbil sea la basica. Esto Ultimo considerando i) que la
fosfolipasa que actua maximamente a pH 8.0 coincide en esta condicidn con el

maximo efecto hemol{tico ¥ i1) se requiere calcio para que ccurran ambos

efectos bioldgicos a pH 8.0: hemdlisis e hidrolisis de fosfolipidos.

La fosfolipasa acidica, independiente de calcio podria ser un factor
potenciador de la hemolisina, 0 no intervenir directamente en el mecanismo
citol{tico de E. histolytica, =inc en el metabolismo normal de los

fosfol{pidos de estos parasitos (3,48).

Para continuar la caracterizacidn de las fosfolipasas amibianas,
investigamos si estas correspondian a los tipos Al o A2, Elejimos como
sustrato ['4C]FC.‘marcado en el carbon 1 del dcido palm{tico esterificado en
la posicidn 2 del glicerol (ver Fig. 13),considerando que i despues de la
incubacidn con P30 la radiactividad se localizaba en la mancha cromatografica
correspondiente a ['4C]LFC, pero no en la del acido ['4C]palmitico, las
enzimas ser{an fosfolipasas Al. En el caso contrario estas corresponder{an a
tosfolipasas A2 (Fig. 13). Como encontramos un iﬁcremento de radiactividad
tanto en las manchas correspondientes al acido ['4C]palm{tico, como en las
del ['*CILFC, dedujimos que en P30 residen ambos tipos de fosfolipasas y una

isofosfolipasa, previamente detectada (ver Fig. 10), o ﬁnicamente_ una

fosfolipasa A1 y la lisofosfolipasa. Hicimos éstas consideracicnes porque el
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acido ['%*Clpalmitico, generado a partir de la ['%CIFC utilizado como
sustrato, pudo haberse producido tanto por el efecto do una lisofosfolipasa
como por una fosfolipasa A2 (Fig. 14). Por ello fué necesario confirmar
primero la presencia en P30 de 1la lisofoefolipasa y después analizar
detenidamente los resultados obtenidos para tratar de determinar si en P30
exist{a ademds una fosfolipasa A2. Con este proposito seleccionamos un
sustrato especifico para lisofosfolipasas: el ['?CJLFC (ver Fig. 15). Como
encontramos un claro incremento en la radiactividad correspondiente al acido
['%Clpalmitico, conclulmos que efectivamente P30 contiene una actividad de
lisofosfolipasa (Fig. 10). Los resultados encontradoe en las mezclase
.incubadas con la 1isofosfolipasa de veneno de abeja, similares a los
obtenidos con P30, apoyan fuertemente esta conclusidn. No habfa duda entonces
de que - P30 posee una fosfolipasa Al ¥y :na lisofosfolipasa, pero aun no
confirmdbamos la presencia de una fosfolipasa A2. FPara ello, normalizamos
primero las dpm de los productos de hidrdlisis tanto de [BHIGFC como con el
deido ['? clpalmitico ¥y enéontramos que cuando utilizabamos [° H]FC como
sustrato, la mayor parte de la radiactividad (75%) se localizaba en la mancha
correspondiente a [SH]LFC. La ocual es el producto tipico de una fosfolipasa
de tipo Al ¢ A2 (Fig. 11) y un (25%) en [3 HJGFC, productoc de una
lisofosfolipasa 1la cual se habla confirmado con el sustrato especifico
('4ciLFe (['4C)AGL~100%) (Fig. 10). Por otro lado cuando usamos el sustrato
['4CIFC datectamos un 62% en las manchas correspondientes a.["C]LFC el cual
es el producto de una fosfolipasa Al (Fig. 13) y un 37% en ['4clacL producido
por una fosfolipasa A2 y/o una lisofosfolipasa (Fig. 14) para saber ei ademas
de la fosfolipasa Al y la lisofosfolipasa podria existir una fosfolipasa A2,

comparamos medlante la prueba de T de Student, loa valores normalizados de

{3 HIGFC (25%) que es producto de una lisofosfolipasa y del acido
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('4clpalmitico (37%), 1liberado tanto por una lisofosfolipasa como por una
fosfolipasa A2 (Fig. 14). Como encontramos que la diferencia entre ambos

valores era estad{sticamente significativa (P<0.0005), y la cantidad del

[l4

dcido Clpalmitico producido era mayor que la del [PHIGFC, dedujimos que el

44

primero pudo haberss acumulado en las mezclas de ensayo por el efecto de_

ambos tipos de enzimas! una lisofosfolipasa y una fosfolipasa A2 (ver Fig, 14

y Tabla 1). Concluiﬁos por lo tanto que en P30 residen una actividad
o

fosfolipasica Al, una A2 y una lisofosfolipas, ¥y que los productos de

hidrélisis encontrados corresponden al 62.5%, 27.5% y 10%¥ respectivamente.

Dedujimoe estos valores haclendo las sipuientes consideraciones:

PRODUCTOS _ NORMALISADOS

dpm detectadas con [CHIFC dpm detectadas con ['%clFC
lisofosfolipasa =10% fosfolipasa Al = 62.5%
fosfolipasa Al + A2 = 90% A2 + lisofosfolipasa = 37.5%

@ (A1 [PH] + A2 [3H]] + lisofosfolipasa [3H] = 100%

@ (a2 ['%¢] + 1lisofosfolipasa {'4C]] + A1 ['4c] = 100%
Come las enzimas son las nismas, uysando 1los valores encontrades en ambos
experimentos pudimos deducir la contribucidn de A2 en la actividad
fosfolipdsica de P30; que era la umica incognita. Despejamos esta sabiendo

que Al =62.5% y lisofosfolipasa =10%

¢
cdmo el término @) [A1 + A2) =90%, entonces S0 = 62.5 + A2 por lo tanto

@ A2 = 90-62.,5 = 27.5%

Por otro lado:

Si con ['? CIFC sablamos que [A2 + lisofosfolipasal = 37.5% y por los

experimentos con tritio encontramos que 1a contribucidn de 1lisofosfolipasa

era del = 10%, entonces A2 + 16% = 37.5%; (BA2 = 37.5-10% = 27.5%, lo cual

coincide con @)
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DIGITALIZACION


Como el objetivo final de este trabajo era determinar las caracter{sticas
de la principal fosfolipasa amibiana, para despues intentar su purificacidn
mediante cromatografié en -una columna de Sepharosa acoplada a wun inhibidor

especifico de fosfolipasa, analizamos el efecto de dos de los analogos de

fosfatidilcolina mas conocidos como inhibidores de 1la activigad de ésta_

enzima:  1)el de Rosenthal  (28); 11)el rac  1(1l-car—
boxinonil)—2—hexadeci1glice£o—3—fosfatidilcolina. Estos anélogos inhibieron
ambas actividades fosfolipésicas entre el 91y el 78% réspectivamente,
abriendo la posibilidad de aislar estas enzimas para después determinar su

contribucion especifica en la virulencia de E. histolytica

Descartamos la presencia de microorganismos antes y después de obtener y
preincubar log extractos amibianos mediante‘ observacionee directas en un
microscopic de contraste de fase de los cultivos amiblancs o de P30, Noé
cercioramos- del buen estado de las amibas mediante: a)el examen al
microscopio directo y b)la determinacicn de los.parametros de crecimiento,

Conclusiones

1)Desarrollamos un metodo confiable para cuantificar actividad

fosfolipasica en muestras particuladas y complejas.

2)Confirmamos la existencia en P30 de un efecto hidrolitico &obre

fosfolipidoa.

3)Encontramos que por los requerimientos de calcio y las condiciones de
pH en las que se manifiesta la hidrolisis de FC, 1la actividad se debe en
realidad al efecto de dos tipos de fosfolipasas, una cuya actividad maxima se
detecta a pH 3.5 ¥y no requiere calcio ¥ la otra que si requiere calcic ¥y es

maxima a rH 8.0,



4)Como las condlciones de esta ultima coinciden con 1los de la hemolisina
caracterizada por Said-Fernandez y Lopez-Revilla (27) lo mas probable es que
la fosfolipasa bésica, Idependiente de calcio sea el factor hemol{tico
termolabil, que a su vez genera al factor hemoiitico termoestable (acidos

grasos libres) (18).

5)P30 posee en realidad dos +tipos de fosfolipasas, una Al ¥y otra A2,
ademds de una lisofosfolipasa. En este trabajo no determinamos a cual de las

dos corresponde la hemolisina termolabil.
r

6)Ambas fosfolipasas son inhibibles por los analogos de FC probados, lo
que abre la posibilidad inmediata de intentar la purificacidn de 1las
fosfolipasas amibianas.

Perapectivas

Las fosfolipasas detectadas in vitro en los extractos amibianos, en este
trabajo, pueden jugar un importante papel en. las 1lesliones producidas por las
amibas, ya que €stas se caracterizan por la produccidn de zonaB necroticas,
circunscritas a los sitios invadidos por las amibas, en donde la destruccion
tisular podria deb;}se a que los trofozof{tos liberasen citolisinas activas o
precursoras de ellas, mediante exocitosis o autdlisis. La liberacidn de las
fosfolipasas por estos mecanismos traerf{a como consecuencia que estas puedan
generar por autchidrdlisis de 1los fosfolfpidos en la membrana plasmética
amibiana productos citoliticos como acidos Erasos 1ibre; ¥ lisoderivadom, los
cuales a su vez podriant 1)potenciar o estimular a las fosfiipasas tanto de
amibas como las de células blanco, provocando la autdlisis de estas ©
2)actuar directamente, intercalandose en la mémbrana plasmatica de las

celulas blanco ¥y provocando la desestabilizacion ¥ finalmente la lisis. Estas

suposiciones son compatibles con las obeervaciones por Tsutsumi et al (49),

5



con la presencia de abundantes linfocitos PMN en las primeras horas de la
infeccion hepatica, donde los trofozoitos son rodeados por estas células; en
contraste con la destruccidn masiva de teJidos y la ausencia de linfocitos,
asi como el escaso numero de amibas en 1los abecesos hepdticos ya

establecidos, Egtos trabajos se realizaron en autopsias de higado de hamster -

»

infectados experimentalmente.

Por otro lado las fosfolipasas amibianas podrian tener actividad
citol{tica directa al hidrolizar 1los fosfolipidos de la membrana plasmdtica

de las celulas blanco, como sucede con otras foefolipasas conocidas,

(1,17,21).

Los modelos in vitro como el que acabamos de describir constituyen um
avance en el proceso de identificacion de los posibles factores patogeénicos
amibianos. Nuestro método experimental y la informacidn que obtuvimos de ¢€1
abren la posibilidad inmediata de purificar las fosflipasas de P30 para

finalmente analizar su contribucion en la virulencia amibiana,
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