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I. INTRODUCCION

La amibiasis es la infeccifn parasitaria ocasionada por BEntamoeba
histolytica (1) con o sin sintumas clinicos., S= distribuye universalmen-
te afectando aproximadamente al 10% de la poblacifn mundial (2). Ocupa
el tercer lugar cam causante de muerte producida por protozoarios. Se
estima que anualmente ocurren 75,000 muertes por amibiasis en el mmdo
(3). En México constituye un prablema muy importante de salud pGblica
por su frecuencia (4) y rortalidad (5).

La infeccifn se produce como resultado de la ingestifn de quistes
(forma infectiva no mbvil), los cuales liberan trofozoitos (amibas o
formas mSviles) (6), principalmente en el intestino grueso. Desde ahf
los trofozoftos pueden invadir cualquier otro 6rgano. EL ciego y el o=
lon ascendente son los sitios més frecuentemente afectados (5).

La enfermedad se caracteriza por la produccifn de l@ necréticas,
circunscritas a los sitios invadidos por las amibas (7); lo que indica
que la virulencia de E. histolytica depende esencialmente de la invasi-
vidad, propiedad en la que parece desempefar un papel relevante la cits-
lisis mediada por contacto (8,9) y la fagocitosis (9).

Se ha propuestc que en el mecanismo de patogenia de la amibiasis par-
ticipan una serie de productcos amibianos oon actividades biolSgicas cito-
patogénicas. Entre ellas se encuentran enzimas con actividad hidrolftica,
tales como proteasas inespecificas(10), proteasas miyy especificas, com la
ocolagenasa (11,12), hialuronidasa (13), fosfatasa Scida y alcalina (14) y
fosfolipasa A (15,16,17). Estas enzimas destruyen el cemento intercelular,
desprenden las oflulas del estroma, o atacan directamente a las c€lulas,
ocoro las fosfolipasas.

Pricticamente las {nicas dos toxinas no enzimiticas descritas hasta aho-
ra son la enterotoxina (18), que aumenta el peristaltismo y la secrecifn
de agua y sales minerales en asas aisladas de intestino de oconejo; y la
"amebaporo” (19), una protefna que abre canales permeables a iones en la
menbrana plasmdtica.

Para estudiar los efectos citopatogénicos y la destruccidn de tejidos
producidos por E. histolytica, se han utilizado trofozoitce enteros y ex~
tractos amibianos en animales susceptibles (20), tejidos infectados obte—
nidos en necropsias de humanos (7) o de animales de experimentacifn (21,
22) y diversas lineas celulares en cultiwvo (cf. 9).
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la relevancia de la fagocitosis en la invasividad amiblana se apoya en
que las cepas de mayor virulencia tienen también una mayor capacidad de
fagocitosis (23). )

La actividad citolitica ha sido detectada en trofozoitos enteros donde
prirero ocurre adherencia de las amibas a las c8lulas blanoo, sequida de la
lisis de las cflulas adheridas y por Gltimo fagocitosis (9). Sin embargo,
los esfuerzos de la mayorfa de los investigadores han sido infructuosos pa-
ra detectar actividad citolitica en extractos amibianos. Lo cual es cor
dicifn indispensable para intentar la purificacifn de las citolisinas res-
ponsables.

En 1980, ISpez-Revilla y Said-Ferndndez encontraron que los extractos
totales de trofozoitos de varias cepas de E. histolytica tienen actividad
hemolitica sobre eritrocitos de diversas especies de mamfferos (24). La
mayor parte de esta actividad reside en una fraccifn vesicular llamada P30,
la cual es sedimentable a 30,000 Xg (25), es mixima a pH 8.0 en presencia
de calcio 1lmM y su potencia basal se incrementa hasta cien veces despufs
de 36 h de preincubacifn a 36°C (26). Poco tiempo después Prasad et al.
confirmaron este hallazgo (27).

En 1984, Vargas-Villarreal y Said-Fernfndez detectaron actividad cito-
1ftica de la fraccién P30, sobre cflulas en cultivo de la 1fnea CHO. Lo
cual no habla sido posible hasta entonces. Ello se logrf preincubando a
36°C por 30 h la fraccifm P30. Llamaron a &sta P30 activada. El mStodo
utilizado oonsitid en la cuantificacifn de la radiactividad liberada de
o8lulas CHO marcadas con (SH] UTP. Esta determinacifn se efectu despuss
de incubar las oflulas marcadas con cantidades variables de P30 a 36°C
por 4 h. El efecto citolftioo es reproducible y depende tanto Gel tiem-
po de incubacifn ocomo de la dosis (28).

Actualmente se han identificado dos toxinas amibianas implicadas en la
lisis de las cflulas blanco: a)las fosfolipasas A (15,16,17) y b) la pro-
teina formedora de poros ¢ amebaporc (19,29).

Se ha detectado actividad fosfolipésica en extractos amibianos (15,
16,17). Encontréndose dos tipos de fosfolipasas: Una A, y otra A,. Ade-
mas de una lisofosfolipasa(l7). Cuando los trofozoftos se incuban en
pPresencia de inhibidores especificos de fosfolipasa, la citflisis media-
da por contacto disminuye (16).

La proteina formadora de poros en E. histolytica fuf descrita por
Young et al. y Lynch et al. (19,30). Esta protefna despolariza la mem-



brana de macrbfagoe y linfocitos de bazo de ratfn, al inducir wn flujo
selectivo de cationes monovalentes (19). Este efecto ocurre a los 30 seq
de incubacifn, por 1o que se ha relacionado con un factor importante en
la citSlisis mediada por contacto, producida por trofozoitos enteros; la
cual ocurre en unos minutus (8) . Sin embargo el efecto de la amebaporo
es reversible y las cflulas bLlanco se recuperan después del tratamiento.
Nosotros cdbservamos que la fraccifn amibiana P30 producia lesiones en
cflulas CHO desde los 15 seqg de contacto, las cuales despufs de lavar los
cultivos celulares y reincubarlos en medio fresco adicionade con suero se
hacian mds notables y alguas de las cflulas terminaban por lisarse (31).
Las lesiones producidas a tan corto tiespo no son myy notables y o
podian cuantificarse por los métodos que disponfamos. Por lo que ini-
ciamos el desarrollo de un modelo experimental, basado en el descrito por
Thellestam y Mollby (32) , que nos permitiera cuantificar este efecto.
Para ello, utilizamos como marcador el &cido e[2%C Jamino iscbutfrico
([1401 AIB), el cual ofrece las ventajas de ser: a) un aminoicido no me—
tabolizable, que las cBlulas captan eficazmente mediante su sistema de
transporte de aminodcidos; y b) su tamano es adecuado para detectar tamr-
to lesiones extensivas, como aguellas que se manifiestan s6lo como un in-
cremsnto de la permeabilidad a pequenas moléculas, pero que finalmente
resultan en la citflisis. En los primeros intentos no logramos abtener
datos cuantitativos de la actividad cbservada. Por ello decidimos desa—
rrollar y perfeccionar un modelo de cuantifiacién de cit6lisis preciso y
oconfiable. Lo cual permitirf despuSs aislar la citolisina responsable.

HipStesis.

Goro la capacidad de E. histolytica para destruir tejidos, se debe en
gran medida a la citflisis mediada por contacto (33) -la cual ocurre en
mos miputos {8)-, y las fracciones subcelulares de trofozoitos de E.
histolytica tambifn tienen la propiedad de producir lesiones membranales
répidamente, pensamos que anmbos efectos podrian deberse al mismo factor.
Una citolisina de efecto inmediato.

Secuencia del trabajo experimental.

Dividimos este trabajo en dos partes: La primera consistid en la a~
decuacifn de un modelo experimental para tuantificar actividad citolftica.
Ello incluy6 la solucifn de los problemas t&cnicos que dfrecia el trabajar
con [14C] ATB como marcador y con una fraceifn particulada como F30.




La sequnda parte consistif en la deteccifn de una actividad de efecto
inmediato. Entre los anlisis incluimps: a) liberacitn de [Fic] A® de-
pendiente de la dosis de P30 anadida a cultivos de células CHO; b) rela-
cién entre la virulencia de E._histolytica y la potencia citolftica de
los extractos amibianos; ) liberacién inmediata de [14c] ATB por efecto
de P30; d) registro fotografico de las lesiones producidas por P30 scbre
' cflulas GO y e) liberacifn a largo plazo de INA-[B‘H] timidina por efecto
de P30.

Contribucién y perspectivas del presente trabajo.

El modelo desarrollado permitid detectar una actividad citolitica que
act(a en forma inmediata prodiciendo lesiones irreversibles; al principio
manifestadas sSlo com Wi aumento en la permeabilidad de la menbrana a
pequefias mol&culas, pero que se agravan oon el tiempo, hasta lisar a las
cBlulas. Las caracteristicas generales de tal efecto nos hace suponer
que se debe a wa citolisina no descrita hasta ahora. La cual pudiera
pertenecer al grupo de toxinas lfticas mAs abundante en la naturaleza:
el de las citolisinas libiles al oxfgeno, dependientes de grupos —SH.

El modelo de deteccifn de citflisis inmediata permitir@ purificar la
molécula responsable para despuSs estudiar su contribuccifin especifica en
el mecanism patogénico de la amibiasis.

La existencia de toxinas fuertemente asociadas a membrana plantea pro-
blemas adicionales a los conocidos en citolisinas solubles, para lograr
Getectarlas. Dichos problemas se resolvieron satisfactoriamente en este
trabajo. Por ello pensams que el método aqui descrito podria ser Gtil
para caracterizar actividades citotSxicas similares de otros parasitos.




I1l. MATERIALES

A. Oricen de los reactivos.

1. De Sigma Chemical Company /Saint louis, Missouri, USA): &cido ascbr-
bico, acido fdlico, &cido p-amino benzoico, azida de sodio, D-biotina,
L~cisteina, cloruro de colina, dodecil sulfato de sodio, i-inositol,
niacina, niacinamida, pantotenato de calcio, piridoxal-HCl, piridoxina-
HCl, reactivo de Folin Ciocalteau, riboflavina, seroalb{imina bovina
(fraccibn V), tiamina, trizma base, Tween 80, vitamina D2 (calciferol),
vitamina E (acetato de alfa tocoferol), vitamina K (menadione-bisulfito
de sodio).

2. De Merck (Alemania): 2,5 difeniloxazol (PPO), rojo de fenol; de
Merck de MBxico: sulfate de magnesio, tolueno.

3. De Reactivos Monterrey: hidrdxido de sodio, fosfato dibdsico de sodio,
fosfato monabasico de potasiu, &cido clorhidrico, dicromato de potasio,
acido sulflirico, cloruro de calcio, cloruro de sodio.

4. De Bioxfn de MBxico: peptona de casefna, glucosa.

5. De Lakeside S.A. (MExicn): penicilina, sulfato de estreptomicina.

6. De J.T. Baker de Mexivo: bicarbonato de sodio.

7. De Gibco Laboratories (Grand Island, N.Y., USA): medio McCoy.

8. De Difco Laboratories (Detroit, Michigan, USA): tripsina

9. De TPécnica Quimica S.A. (México): cloruro de potasio, fosfato diba-
sico de potasio.

10. De New Erigland Nuclear (Boston, MA., USA): &cido [T0C] amino iscbuti-
rico, (3H] timidina.

11. De Sigma de MBxico: Tritén X100.

12. El extracto de higado y péncreas, el suero de bovino y el suero de
ternera fueron producides en el laboratorio de la Divisifén de Biologia
Celular {UNIBIN-IMSS).

B. Material biolbgico.

Cultivos amibianos axEnicos de E. histolytica. Proceden del cepario
del Dr. Lopez Revilla del Dpto. de Biologia Celular, CINVESTAV. La cepa
HK9 :NIH abreviada en el texto como HK9, fué aislada de wn soldado en Co-
;:ea (34). Ha sido mantenida por cinoo anos en condiciones ax®nicas en
nuestro laboratorio. Se conocen varias de sus propiedades citopatogéni-
cas (8,24,28), Ia cepa HM38 es de reciente adguisicién por nuestro gru-

po de trabajo, fué aislada por Margarita de la Torre (commicacién per-
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sonal del Dr. ISpez Reviila).

Linea celular de ovario de hamster chino (CHD). Awdftrofa de prolina.
Es una pablacién clonal, originada de la clona BCl, que cbtuv la Dra,
Martinez-Rodriquez (35) a partir de la oepa CCL61 (American Typa Culture
Collection, Maryland, USA). Puck et al aislaron la cepa original en
1958 (36). Es muy sensible a la actividad citolitica de extractos amibia-
nos (28,31) y se ha mantenido viable en nuestro laboratorio por mas de
cuatro anos.

C. Preparacifn del medio de cultivo McCoy.
Indicamos las concentraciones de las soluciones madre con un nmero

seguido de una X que representa su concentracién respecto a la solucin
de trabajo o solucién 1X.

Elaboramos las soluciones con agua desionizada (4.0 M) en wn desio-
nizador Synbron/Barstead(Barstead Co. Div. of Synbron Corporation, Boston,
MA., USA) que almacenanos a temperatura ambiente en botellas de 20 1.

Preparacion de medio basal McCoy (solucifn de trabajo 1X).

Disolvimos 12 g de medio 2n polvo McCoy 5A modificado en 800 ml de
aqua desionizada, anadimos 2.2 g de Nal-lﬁ)3 y 10 ml d& la solucifn de an
tibibticos 100X. Ajustamos 21 pH a 7.0 y aforamos a 1000 ml. Esteriliza-
mos por filtracifn a través de membranas de nitrocelulosa HAWP (poros de
0.22 m (Millipore Corporation, Bedford, MA., USA), distribuyendo el medio
en wlfmenes de 100 ml en botellas estfriles de borosilicato con tapbn de
rosca, incubamos el medio una semana a 36°C para prueba de esterilidad y
lo almacenamos a 4°C.

Solucifn de antibibticos (100X).

Penicilina G-sbdica 200,000 U.I. y sulfato de estreptamicina 0.5 g.
Disolvinos los companentes en 100 ml de agua desionizada. Esterilizamos
la solucifn por filtracibn y la almacenamos a -20°C en alicuctas de 10 ml
en tubos estériles con tapdn de rosca (16 X 100 mm, Pyrex).

Suero de temera.

El suero almacenado a -20°C lo desoongelamos en bafip maria a 36°C,
después lo desconplementamos a 56°C por 30 min, agitfndolo suavemente ca-
da 5 min. 1o transferimos a botellas recién esterilizadas, en volfmenes
de 40 ml. Incubamos el suero a 36°C por una semana para comprobar su es-
terilidad y lo almacenams a -20°C,



Preparacifn y almacenamiento del medio completo.

Afiadinos asépticamente 15 ml de suerc de ternera a botellas o 100 ml
de medio basal (solucifn de trabajo 1X) quedando completo el medio MoQoy;
lo usamos inmediatamente o 1o alwacenamos a 4°C.

D. Preparacitn del medio de cultivo PEHPS.

Medio basal PEHP.

Fue desarrollado por nosotros. Extracto de higado y péncreas (EHP)

125 ml; peptona de casefna 5.0 g; glucosa 3.0 g; L-cistefna 0.5 g; &cido
asofSrbico 0.1 g; NaCl 0.2 g; KH,PO, 0.3 g; KHHPO . 0.5 g.

Mezclamos y disolvimos los conponentes en los 125 ml del EHP Y agregamos
300 ml de agua desionizada. Ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 10N. Aforamos
a 500 ml con agua desionizada y distribufmos el medio en alicuotas de 10
ml en tubos para cultivo de 16 X 125 mm, con tapfn de rosca (Pyrex © Kimax,
My, N.L.,, Méxioo), o de 350 ml en frascos para cultivo en suspensifn de
500 ml ('spinners’, Bellco Glass Inc. Vineland, N.J., USA). Esterilizamos
el medic en autoclave por 15 min a 15 1b de presifn con los tapones flo-
jos, los que apretamos despufs, estando los recipientes todavia calientes.
Almacenamos el medio a temperatura ambiente.

Suverc de bovino.

El suero almacenado a -20°C lo desoongelamos en bafio marfa a 36°C y
lo descomplementanos a 56°C por 30 min, agitdndolo suavemente ¢ada 5 min.
Transferimos asépticamente 40 ml de suerc a botellas estériles de borosi-
licato ocon tapdn de rosca y los incubamos a 36°C por una semana para Qom—
probar su esterilidad y lo almacenamos a -20°C.

Mezcla vitaminica 107.

Esta mezcla se compone Ge cinco soluciones primarias y su composicién
corresponde a la descrita por Diamond (34).

1. Vitaminas B solubles en agua.

solucifn a. Disolvimos 62.5 mg de niacina y 125 mg de &cido p-amino
benzbico en agua desionizada hirviendo y aforamos a un volfmen total de
150 ml.

Solucifn b. Niacinamida 62.5 mg; piridoxina-HCl 62.5 mg; piridoxal-
HCl 62.5 mg; i-inositol 125 mg; oolina-HC1 1,250 mg. Disolvimos los
componentes en agua desionizada aforando a 150 ml.

Solucifn ¢. Disolvimps 25 mg de riboflavina en 75 ml de agua desioni-



2ada anadiendo NaCH 0.IN gota por gota. Aforamos a 100 ml con agua des—
ionizada.
2. Solucifn de biotina,

Disolviros 30 my de D-bictina en 200 ml de agua desionizada anadiendo
NaOH 0.1N y aforamog a 300 ml con aqua desionizada.

3. solucifn de &cido fBlico.

Disolvimos 30 mg de &cide f6lico en 200 ml de agua desionizada ana=-
diendo NaGH 0.1N y aforamos a 300 ml con agua desionizada.
4, Vitaminas A, D y K solubles en lipidos.

Solucifn a. Disolvimos 300 mg de vitamina D, (calciferol) en 63 ml
de aloohol etilico al 958 (V/V). A ésta solucifn le anadimos 300 mg de
de vitamina A.

SoluciSn b. En 300 ml de una solucifn acucsa de Tween 80 al 5% (V/V)
disolvimos 60 mg de vitamina K {menadione-bisulfito de sodio).

La solucifn b la cambinamos con la solucifn a y aforamos a 3000 ml con
agua desionizada.

Preparacifn de la mezcla de trabajo de vitaminas.

Mezclamos las cinco soluciones en la siquiente proporcifin: 500 ml de
la solucifn 1; 250 ml de la solwién 2; 250 ml de la solucifn 3; 2,500 ml
de la solucifn 4 y 250 ml de la solucién 5. Esterilizamos por filtracifn
y almacenamoe en alicuwotas de 10 ml en tubos de borosilicato con tapfn de
rosca a -20°C. Si despuEs de congelar y descongelar a temperatura ambien-
te aparecia turbio, lo descartabamos. 1a turbidez nos indica que usaros
NaOH en excesoc al preparar las soluciones.

Medio completo PEHPS.
Afadimps asSpticamente a los tubos con 10 ml de medio basal PEHP, 1 ml

de suero bovino desconplementade adiciocnado con 25% de la mezcla vitamini-
ca 107. #

E. Composicifn y preparacifn de las soluciones.
Tripsina al 2.5%.

Disolvimos 2.5 g de tripsina 1:250 Difoo en 100 ml de agua desicni-
zada estfril y la agitamos suavemente toda la noche a 4°C con un agita-
dor magnético., Filtramos la solucifn por papel Whatman No. 1 con un em-
budo Buchner, la esterilizamps por filtracifn y la almacenamos a -20°C,
en alicuwtas de 10 ml.
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Tripsina al 0.25%.
Mezclamos 10 ml de tripsina al 2.5% en un vaso de precipitado oon 0.6
ml de rojo de fenol al 1%, 1 ml de la solucifn de antibifticos (100X} y
90 ml de TD. Enseguida estarilizamos la solucibn por filtracifn y la
almacenamos a ~20°C en porciones de 5 ml. Incubamos wn tubo de cada lo-
te, elegido al azar, por tres dias a 36°C para cercioramos de su este-
rilidad.
Solucifn de rojo de fenol al 1%.
Disolvimos 1.0 g del colorante en 6 ml de NaOH IN y aforamos a 100 ml
con agua desionizada. Filtramos la solucifin en papel Whatman No. 1 y la
almacenamos a -20°C en un frasco de borosilicato con tapfn de rosca.

Amortiguador de pH isotfnico de Tris (D).

NaCl 8 g; RC1 3.75 g: Na,HPO, 0.1 g; trizma base 3 qg.

Disolvinos los componentag en 90 ml de agua desionizada, anadimos
30 ml de HCl 1N, aforams su volfmen a 1,000 ml con agua desionizada, la
esterilizamos en autoclave y la almacenanos a temperatura arbiente dis-
tribufda en alfcuctas de 100 ml, en botellas de porosilicato con taptn
de rosca.

Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS).

NaCl 6.5 g; K,HPO, 2.8 g; KH,PO, 0.5 g.

Disolvimos los companentes en 100 ml de aqua desionizada estfril, ajus-
tamos el pH a 7.4-7.5 con NaOH 10N, esterilizamos la solucifn en autoclave
y la almacenamos a temperatura anbiente, en alicuwtas de 100 ml.

Solucifn salina balanceada de Hanks (SSB) 10X.

CaCl 0.7 g; gluoosa 1.0 g; NaCl 7.2 g; KC1 0.4 g; Mgﬂ)4 0.2 g; trizma
base 0.12 g.

Mezclamos y disolvimos todos los componentes en agua designizada.
Ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 10N. Aforamos la solucitn a 100 ml y la
distribuimos en volGmenes de 10 ml en tubos de borosilicato con tapén de
rosca, esterilizando por filtracién vy la almacenamnps a ~20°C.

SSB 1X.

Preparanos la solucin de trabajo diluyendo 10 ml de la solucifn 10X
on 90 ml d&& agua desmizada estfril. Nos cercioramos de que la osmola-
ridad final fuera de 290 mOsm/Kg, la esterlizamos por filtracifn y la usa-
mog inmediatamente o la almacenanos a -20°C.



SSB 1X oon seroalblimina bovina (SaB).

Rgregamos 10 mg/ml de SAB a la solucifn 1X de SSB, ajustanos el pH a
7.0 y esterilizamos por filtracifn. Lo almacenamos a -20°C en botellas de
borosilicato con tapSn de rosca con capacidad para 40 ml.

SSB 1X con &cido o amino isobutirico (AIB).
Agregamos 2 mg/fl o 4.mg/ml de AIB a la solucifn 1X de SSB, ajustamos

el pH a 7.0 y esterilizamos por filtracisn . Lo distribufmos en alfcuo-
tas de 10 ml y lo almacenamos a -20°C,

Mezcla crbmica.

Disolvimos 100 g de dicrumato de potasio en 750 ml de agua desioniza—
da. Depositamos la solucifn en un recipiente extendidoc de polipropileno
o de vidrio, colocado scbre abundante hielo picado y despufs le afadimos
lentamente a la mezcla 250 ml de st)4 concentrado, agitando constante-
mente. La mezcla crimica la almacenamos a temperatura ambiente en un
recipiente de polipropileno (Nalgene).
acido o[ 14c] AB  amino iscbutirico ([4c] am).

(4] A 1 pei/mi (2%).

En mn tubo de polipropileno estéril para cultivo (Falcon Division of
Becton, Dickinson and Campany, Oxnard, CA., USA) conteniendo 6.37 ml de
SSB 1X, depositamos en condiciones as&pticas 65 yl de [ 4] a1B (53.2
mCi/mol) con 65 pl de NaOH 0.01N y almacenamos la soluciSn a-20°C.
Mc] ame 0.5 pei/m (1%

Inmediatamente antes de cada experirmento mezclanos, en condiciones
asépticas, W wolGren de (4c] AIB 2X con wn wolfren de SSB 1X.
%] timidina 5 pci/m (10).

En un tubo de polipropilenc estéril para cultivo, conteniendo 10 ml
de medio de cultivo McCoy completo, afadimos 50 pil de [ H] timidina
(2.0 Ci/mml). Lo utilizamos inmediatamente o lo almacenamns a 4°C.



ITI. METODOS

A, Tratamiento del material para cultivo.

El tratamiento del material y los métodos de cultivo, resiembra y co-
secha en tuwbos de 16 X 125 mwm fueron los descritos por Lépez-Revilla y
Rodriquez-Baez (37).

El medio FEHPS y las t&micas de cultivos amibianos en suspensifin se
desarrollaron en el laboratorio de la Divisifn de Biologfa Celular,
UNIBIN-IMSS.

El lavado de tupos, botellas y frascos para cultivos en suspensidn
comprendib los siquientes pasus: 1) enijuage por 1o mence doce horas en
hipoclorito de sodio dilufdo 4] 1% en agua de la llave; 2) tallado oon
escobillén; 3) cuatro enjuages con agua de la llawe; 4) enjuage por 12 h
ocon &cido clorhidrico al 1%; 5) siete enjuages con agua de la llave; 6)
tres enjuages con agua destilada y 7) secado a temperatura ambiente con
el material oolocado boca abajo en canastillas met8licas y homeadas a
200°C por 3 h.

Las pipetas serolfgicas (Bellco Glass Inc. N.J., USA) y las pipetas
Pasteur se lavaron mediante: 1) remojo en Microquat al 1% en pipeterce
de polipropilenc Nalgene (Nalgene Labware Division, N.Y., USA}) por 12 h;
2) enjuage en wn sifn (Nalgene) para lavar pipetas por lo menos 2 h; 3)
remjo en mezcla crémica por 12 h; 4) enjuage en un siffn por 30 min y
5) dos enjuages por inmersifn en pipeteros con agua destilada. Las pipe-
tas se esterilizaron envieltas en papel en autoclave por 15 min a 15 1b
de presifn y secadas en wn horno a 100°C.

Ios tapones de los recipientes de cultivo sSe remojaron en Microdquat
al 1% por 12 h y despuds se terminaron de lavar cono los tubos y botellas,
dejandolos escurrir para secarlos.

los bulbos para pipetas serolfgicas cortas y para pipetas Pasteur se
esterilizaron en autoclave, guardindolos en frascos de boca ancha y tapin
de rosca. Los bulbos contaminados con material biolSgico se esteriliza-
ron en antoclave y despufs se lavaron como los tapones.

Linpieza de la incubadora de (0,. Limpiamos el interior de la incuba-
dora (National Heinicke, OR., USA) por lo menos wna vez al mes, primero
con SDS al 1% y despufs con etanol comercial al 96%. Lavaros las charo-
las por separado con SDS al 1% y las esterilizamos en el homo a 200°C
por 3 h.
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B. Cultivo de c8lulas de la 1fnea CHO.

Resienbra y mantenimiento.

Retirams asépticamente por succifn el medio de cultivo de las bote-
llas de 25 cn (Faloon, CA., USA) donde estaban creciendo las cflulas, a-
fiadimos 1 ml de tripsina C.25% e incubamos los cultiwos por 10 min a 36°C,
Después transferinmos la suspensifn de oflulas a tubos aSnicos, graduados,
con tapbn de rosca. Lavanos los cultivos dos veces con SSB centrifugando
a 600 Xg por 5 min (en una centrifuga DPR, 6000, cabezal 289, Damon IEC
Div., N.Y., USA). Resuspendimos la pastilla con 5 ml de medio fresco y
contanps las cBlulas en un hematimetro (American Optical, Scientific Ins-
truments Div., N.Y., USA). Sembramos 1 X 10° oflulas por ml en botellas
nuevas a las cuales anadimos 5 ml de medio McCoy completo y las incubamos
a 36°C, en atmisfera hGmeda con 032 al 5%.

Mantuvimos la cepa de referencia resenbrando las cflulas cada siete df-
as a dos cajas. Oonservamps loe cultivos de la resienbra anterior hasta
conmprobar el crecimiento y ia ausencia de contaminacifn en los cultivos
recientes.

Criopreservacifn de las cflulas.

Cosechamos las oflulas en tubos ofnicos graduados como se describe an-
teriormente. Resuspendimos la pastilla en un wolfimen de medio McCoy oom=
pleto con 10% de dimetilsulf&xido y ajustamos la suspensifn a una concen-
traciﬁndel-zxlosoélulaspormlylascolocmentwosestériles&
polipropileno de 2 ml de capacidad (A/S Nunc, CA., USA) y las congelamos
sucesivamente a ~20°C por 2-3 h, a -70°C por 2-3 h y a -196°C en nitr6ge—
no liquido.

Para la descongelacifn tomamos un tubo con células congeladas y 1o pa-
samos directamente a 36°C en baiio marfa para descongelado r&pido. Coloca-
mos el contenido en dos botellas de 25 an’ y le agregamos 5 ml de medio
McCoy completo. A las cuatro horas canbiamos el medio para eliminar el
dimetilsul fSxido.

C. Qultivos amibiancs ax®nicos.

Resiembra y cosecha.

Incubamos las cepas HK9 y HM38 de E. histolytica a 36°C (en una incuba-
dora National Heinicke Co. OR., USA). Antes de cada resiembra chservamos
1os cultivos en un microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para
conmprobar el buen aspecto morfolSgico y la movilidad de las amibas. Colo-
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cance el mejor cultivo de cada cepa en agua-hielo por 10 min, determina-
mos la concentracién amibiana en n hematimetro e inoculams 1 X 10° tro-
fozoitos por ml a cada uno rde otros tres tubos con medio PEHPS fresco.
Conservamos los cultivus de la penfiltima resienbra hasta conprobar el
crecimiento de las amibas y la ausencia de contaminacién en log cultivos
recién sembrados. Resenbranns los cultivos cada 5 dias correspondiendo a
la Gltima parte de la fase log de crecimiento. Cosechamns las amibas me—
diante enfriamiento de los cultivos en agua-hielo por 10 min, los centri-
fugamos a 600 Xg (en una centrifuga IEC-B-20-A Centrifuge Damon/IHC Div.
rotor 2/76) por 10 min a 4°C y los lavaros con SSB.

Cultivos masivos.,

Obtuvimos los cultivos masivog de E. histolytica utilizando frascos
para cultivo en suspensifn ("spinners") de 500 ml de capacidad. Inocula-
mos 3 X 10° amibas por ml de medio PEHP y 35 ml de suero bovino descomple-
mentado, adicionado con la mezcla vitaminica 107 (medio PEHPS: 385 mil).
Los incubamos por 2 dfas a 36°C, manteniendo loe cultivos est&ticoe para
despuds pasar a incubarlos a bamo marfa a 36°C, agitndolos con un agita-
dor magnético, para mantenar en suspensifn los trofozoitos durante 3-4
dfas.

Terminado el tiempo de incubacifn, procedinmos a cosechar los trofo-
zoitos mediante inmersifn del frasco en agua-hielo por 10-15 min. Cen-
trifugamos el medio en botellas de polipropilenc con taptn de rosca de
250 ml (Damon IEC Div, MA., USA) a 600 Xg por 10 min a 4°C y las lavamos
con dos volfmenes de SSB.

D. Obtencifn de extractos celulares,

Obtencifn de extractos totales amibianos.

Partimos de una suspensién de trofozoftos lavados compuesta por un
vol{men de amibas y dos volGmenes de SSB. Los resuspendinos, agitdndolos
suavenente con una pipeta Pasteur y los homogenizamos con 100 golpes de
un hamogenizador tipo Elvehjem-Potter, de borosilicato, con &bolo de te-
flén (Bellco Glass, Inc. N.J., USA), activado con un motor eléctrico a
1,000 rpm. Después de este tratamiento no abservamos trofozoftos enteros.

Cbtencifn de extractos totales de higado de rata.

En condiciones asépticas cbtuvimos el higado de wna rata macho, adulta,
1o lavamos dos veces oon SSB y los cortanos en pequenos trozos con un bis-
turi, lo hamogenizamos con dos volfmenes de SSB como lo hicimos con las



amibas.
Cbtencifn de P39.

Centrifugamos los extractos totales amibianos o de higado de rata a
135 Xg por 15 min y cbtuvimos un sedimento, la fraccifn nuclear (N) y el
scbrenadante correspondiente, que centrifugamos a 30,000 Xg por 15 min.
El sedimento correspondif a la fraccifn P30, la cual resuspendimos con
dos volfirenes de SSB. Durante este proceso manipulamos todas las mues-
tras a 4°C, segin el esquema de la Fig. 1.

E. Cuantificacién de protefnas.

Determinamos la ooncentracifn de proteinas biolb6gicas mediante el
método de Lowry et al (38). En tubos de ensayo colocamos muestras por
triplicado de 0.2 ml que contenian entre 5 y 80 pg de protefnas; agrega-
s 1 ml del reactivo C ( lmldetarta&desodioall%yaﬂ)‘ialo.%,
dilufdo en 50 ml deNazaJ3 al 4% y NaCH 0.1N), agitamos las mestras en
mn vortex y las incubanos 10 min a temperatura anbiente; despufs afadinos
0.1 ml Ge reactivo de Folin Ciocalteau IN, titulado con un volfmen de HCL
N, agitamos la solucién inmediatamente despufs con un vortex, incubamos
las muestras 30 min a temperatura ambiente y determdnamos la densidad Op-
tica de cada una & ellas a 750 mm en mn espectofotSmetro (Zeiss, modelo
PM) III, Alemania). Calculamos la masa de proteinas de las muestras ami-
bianas con la ecuacifn que determinamos al analizar, por regresifn lineal,
la relacifn DO,5, ©on respecto 3 cantidades variables de seroalbfmina bo-
vina. Obtuvinos esta ecuacién para cada una de las determinaciones reali-
zadas.

F. Marcaje de los cultivos de oflulas G0 con [4c] ats.

En placas para microensayo (Microtest, Faloon, TEX., USA), con 96
pozos de fondo plano, sembramos 1.5 X 104 células por pozo { 50% de con-
fluencia) en 200 pl e medio McCoy completo. Cubrimos las placas con pe-
1fculas transparentes (Film, Pressure Sensitive, Microtest, Falcon, TEX.,
USA) y las incubamos por 20-24 h a 36°C en atmSsfera de CDz al 5%, para
que se formaran las monocapas confluentes. Ensequida aspiramos el medio
con una pipeta Pasteur, lavamos tres veces los cultivos con 100 ul de SSB
a 36°C y anadimps a cada pozo 100 ul de SSB o SSB adicionado con SAB (10
mg/ml) . Reincubamos los cultivos por 1 h, para despus aspirar el medio,
lavar los cultivos tres veces con SSB y afiadir a cada pozo 25 pl de SSB,



Células lavadas en SSB
honogenizadas a 4°C
EXTRACTO TOTAL (ET)

centrifugacifn por 15 min a 135 Xg

SEDIMENTO 1 SOBRENADANTE
(N; FRACCION POSTNUCLEAR
NUCLEBR, desechado)

centrifugacifn

15 min a

30,000 Xg

—

SEDIMENTO 2: SOBRENADANTE
P30, FRACCION POSTVESICULAR
VESICULAR 530, desechad

Fig. 1. Diagrama de flujo para la cbtencifn
de P30.
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adicionado con 0.5 pCi/m) de 1] A1B y reincubams por 4 h para que las
células captasen el marcador radiactivwo. Ensequida lavamos los cultivos
oon SSB.

G. Deteminacién de la radiactividad resicdual en las oflulas y en el pro-
ducto del lavado de los cultivos.

Cuantificamos la radiactividad recuperada de los cultivos celulares,
incubados por 4 h con el marcador radiactivo, en el producto de los wolG-
menes del primero al quinto lavado con 100 ul de SSB. Transferimns los
wolGrenes de lavado a tubos de borosilicato de 3 ml de capacidad, oSnicos,
oon taptn de vidrio esmerilado (Pyrex). Anadimos a cada meestra 25 pl de
NaOH 10N agitando el contenido de cada tubo con un vSrtex, después agrega-
mos 25 jul de HCl concentrado agitando nuevamente. Enseguida oolocamos 25
Ml de muestra sobre papeles filtro de 1.5 am por lado, loe secamws a 80°C
por 1 h colocandolos en viales para centelleo lIiquido, agregamos 5 ml de
1fquido para-centelleo y cuantificamos la radiactividad en un espectofo-
tSmetro de centelleo liquido (Tri=Carb, Packard, modelo 3000 USA] ajusta—
do al 95% de eficiencia para [*c].

Después de los lavados ~orrespondientes lisanos las cflulas con Tritfn
X100 al 0.5% y transferimos las mezclas a tubos cnicos, mds el producto
de dos lavados con 50 ul de SSB de 1los pozos donde estaban loe cultivos y
pProcedinos de igual manera que con los volGmenes producto de los lavados.

H. Determinacifn de la captacibn de [Mc] ATB por cflulas aw.

Despufs de marcar las cSlulas en la forma antes descrita y lavarlas
cinco veces con SSB, lisamos las cflulas con 25 ul de Tritén X100 al 0.5%;
transferinos las mezclas y el producto de dos lavados con 50 pl de SSB a
tubos cfnicos y procedimos para su cuantificacifn conp describimos para
determinar la radiactividad en los lavados despufs del marcaje. Esta de-
terminacifn es equivalente a nuestro catrol de liberacifn méxima (LM).

I. Determinacifn de la liberacifn espantinea de [14C] ATB.

En cultivos premarcados determinamos la liberacifn espontfnea de ]
ATB a los 8 min de incubacifn o tiempos variables entre 0 y 8 min de in-
cubacifn con SSB o SSB adicionado con AIB no radiactivo {2mg/ml). Termi-
nado el tiempo de incubacifn recogimos la suspensifn extracelular (SE) de
los cultivos transfiriendola a tubos cfnicos, més el producto de dos lava-
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dcscmso;:ldesssyprooedimosdelamisnnnamzaanteshcritapa-
ra su cuantificacin. Esta determinacifn es equivalente a nuestro om-
trol e liberacifn esponténea (LE).

J. Relacifn entre concentracifn de TritSn X100 y el poroentaje de libe-
racitn de [Mc] amm.

Teniendo las condiciones de marcaje de los cultivos Yy de experimenta-
ci6n proocedimos a probar nuestro modelo con el agente tenscactivo Tritfn
X100.

Incubamos los cultivos marcados oon [1°C] AIB por 8 min con concentra-
ciones de Tritfn X100 entre 0.00125% y 0.1%, despufs de 1o cual transferi-
ms la SE y el producto de dos lavados con SSB a tubos ddnicos para deter-
minar la radiactividad en la forma ya descrita.

Calculamos el porcentaje de liberacifn del marcador mediante la ecua-
cifn de Thelestam y Mollby:

we = —=X-IE 4 490
IM - LE
donde %C significa el porcentaje de citSlisis: LEx la liberacifn experi-
mental, gque corresponde a la liberacifn del marcador al medio extracelu~
lar por el efecto de un agente citolitico dado; LE corresponde a la libe-
racifn espontfnea, detectada en cultivos testigos no tratados y IM a la
liberacifn méxima, equivalente a la capatacifn total del marcador, deter-
minada despufs de lisar los cultivos celulares con Tritfn X100 al 0.5%.

Cofo en nuestro modelo el porcentaje de liberacifn del marcador es me-
nor que la proporcifn de cflulas lisadas al final de la postincubacifn,
cambiamos el término $C por LES que significa porcentaje de liberacifn
especifica, el cual sique siendo una cantidad porcentual calculada a par-
tir de la liberacién experimental, teniendo por limites los testigos po-
sitivo y negativo del sistema. La ecuacifn final es entonces la siguien-
te:

sies = —=X-1E ¥ 100
IM - 1E
En la Fig. 2 esguematizamos el diagrama de flujo del modelo experi-

mental.

K. Determinacién de la distribucifn de la radiactividad en el sistema,

Despufs de incubar por 8 min los cultivos celulares oon 25 ul de can-
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Fig. 2. Diagrama de flujo del modelo experimental,
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tidades variables de P30 (equivalentes entre 28.75 y 460 g de proteinas
totales) cuantificamos la radiactividad en: 1) las SE de los cultivos ce—
lulares y el producto de dos lavados con 50 ul de SSB; 2) las cflulas que
desprendinos del substrato agregando 50 pl de tripsina y el producto de
dos lavados a los pozos de cultiw despufs de haber desprendido las cflu-
las y 3) en el poliestirent de cada pozo de las microplacas que cortamos
con un bistur{ caliente; colocamos este material en viales para centelleo
1liquido,a los que agregamos 5 ml de liquido para centelleo, donde se di-
solvid el plastico. Detemminamos la radiactividad en las SE y en las oflu-
las oo en los experimentos anteriores.

En la Fig. 3 esquematizaws el procedimiento que seguinos en la deter-
minaciSn de la radiactividad en los diferentes componentes del sistema de
ensayo.

L. Determinacifm de la interferencia de la luminiscencia (porcentaije de apa—
gamiento) en las mezclas de ensayo.

Tomaros la SE con la més alta concentracifn de proteinas ée P30 utili-
zada en el experimento anterior (460 jg) y colocamos volfmenes entre S y
30 pl de muestra en papeles £11tro que secamos a 80°C en los viales para

centelleo, luego agregamos 5 ml de liquido para centelleo y cuvantificamos
la radiactividad.

M. Preincubacifn de P30 con AIB no radiactivo.
Incubaros la P30 en su concentracifn final en presencia de AIB no ra-

diactivo (2 mg/ml, concentracién final 1X) 30 min antes de ponerla en
contacto oon 1los cultivos celulares.

N. Determinacifn de la radiactividad liberada de los cultivos celulares
por efecto de P30.

Deteyminamos la radiactividad liberada por las cflulas marcadas con
(1] AB en 1as SE despuSs de 8 min de contacto con cantidades varia-
bles de PI0. Calculamos el $LES de la misma manera en que lo determina-
mos para el efecto del Tritén X100.

Q. Determinacibn de la radiactividad liberada por efecto de P30 a tiem-
pos variables de incubaciGn.

Determinamos la radiactividad liberada por cflulas marcadas con
[14c] atB incubadas por tiempos varicbles entre 0 y 8 min con 57.5 pg de
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protefnas totales de P30 de HM38, Calculamos el %LES caro se describif
antes.

P. Microscopia en contraste de fases de los cultivos celulares tratados
o P30.

Cultivamos cSlulas CHO sobre trozos de cubreabjetos de aproximadamente
3 mm por lado (previamente lavados por 24 h en una solucifn de hipoclori-
to de sodio al 1%, luego 24 h en solucifn de &cido clorhfdrico al 1% y
finalmente 24 h en acetona, cambidndola dos veces y dejéndola evaporar la
filtima vez, los esterilizamos a 200°C por 3 h, ¥ los colocams en log po—
zos de las microplacas con pinzas estériles) dentro de los pozos de las
microplacas.

Incubamos los cultivos por 8 min con P30 de HM38 (14.25 pg de protel-
nas totales), los lavanos y fijamos con gluteraldehido al 2.5%, lrmedia-
tamente después de tratarlos can P30 o SSB o despufs de reincubarlos por
18 h en medio McCoy fresco, adicionado con 15% de suero de temmera.

Obtuvimos las fotografias en wn equipo de cimara y microscopio de con-
traste de fases leitz Orthoplan (Alemania) a 500 difmetros de amplifica-
cifn, cclocando el cubrecbjetos con el cultivo celular, scbre un porta-
objetos, agregarle PBS y cubrirlo con otro cubrecbjetos.

Q. Marcaje del DNA de los cultivos de oflulas CHD con [3H]t1ml.dma.

En microplacas con 96 pozos de fondo plano, serbramos 1.5 X 107 oflu-
las por pozo en 200 nl de medio McCoy completo adicionado con 5 uCi/ml
de [PH] timidina. Cubrimos las placas con pelfculas transaparentes y las
J‘naba:mspor24ha36°0enat1tﬁsferadewza15%. Terminado el tiem-
po de incubacién retirams el medio y lavamos cinco veces oon 100 jil de
SSB (39) .,

R. Determinacifn de la captacién de [2H] timidina por los cultivos celu-
lares.

Determinamos la radiactividad en los cultiwos celulares marcados con
[*a] timidina despuss de reincubarlos por 24 h en medio Mooy completo y
lisarlas con 25 ul de Tritfn X100 al 0.5%, de la nisua mnera cono lo des-
cribimog para la determinacifn de [“c] AIB.

S. Determinacién de DNA-[°H ] timidina liberada por los cultivos celula-
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res por efecto és P30.

A células marcadas con [H)timidina las incubamos por 8 min con SSB ©
cantidades variables de P30 (equivalente entre 1.75 y 115 pg de protefnas
totales), las lavamos tres veces con 50 yl de SSB y las reincubamos con
looplcbnediomycarpletoporztlha36°Cenatm‘>sfera&d)2al5%.
Determinamos la radiactividad en las SE de los cultivos reincubados y
calculamos el porcentaje de LFS como lo describimos para la determinacifn
de [Mc] a.



IV. RESULTADQOS

A. ADECUACTON DE UN MDEIO EXPERTMENTAL PARA CQUANTIFICAR ACTIVIDAD

CITOLITTCA.

La fraccién vesicular amibiana P30 contiene varias clases de citoli-
sinas, Una de ellas es probablemente wna fosfolipasa A (15,16,17). Se
ha postulado que una sequnda es la 'amsbaporo’ (19,29) y nosotros encon-
trams indicios e que puede haber una tercera, de efectos més répidos e
irreversibles (31). Sin embargo el modelo para determinar esta filtima
actividad requiere el uso de el &cido® [*4c] amino isbutfrico, wn amino-
acido no natural, de peso relativamente bajo, cuya anfotericidad ofrece
una serie de problemas tEmicos Jque era necesario detectar y resolver pa-
ra que el modelo fuera Gtil en la cuantificacifn del efecto citolftico
antes mencinado; lo cual a su vez es W requisito indispenable para ca-
racterizar y purificar la citolisina putativa.

Por todo lo anterior, nos propusimos identificar cada uno de loe pro-
blemas que impedfan la cuantificacién del efecto citolitico inmediato.

1. Eliminacifin de la radiactividad inespecifica no captada por las cflulas.

Una primera fuente de errcr en el modelo era la presencia de [Mic] amB
en las mezclas de ensayo que no habia sido captade por las cflulas. FPor
ello determinamos la radiactividad en el producto de wna serie de lavados
de los cultivos preincubados om [19C] AIB. Encontramos que la radiacti-
vidad no incorporada por las cflulas era muy alta en el producto del pri-
mer lavado y disminuy$§ linealmente con los tres lavados siquientes, hasta
que ,2n el wolfmen producto del quinto lavado,la luminiscencia detectada
por el contador de centelleo liquido fue equivalente a la registrada en
los testigos sin radiactividad afadida. Al lavar los cultiwvos también
disminuyd linealmente la radiactividad depositada scbre las cflulas. Des-
pués del cuarto lavado encortramos que la radiactividad detectada al li-
sar la monocapa celular se estabiliz6 con un total de 71,000 dpm X 10° o6~
lulas. Consideramos que dicha radiactividad correspondis al [4c] am
captado por las cflulas (Fig. 4).

2. Liberacifn de [*c] ATB por efecto del Tritén x100.

Para probar si nuestro nodelo era Gtil para cuantificar la liberacién
de [Mc] A1B por efecto de un agente citolftico, utilizamos el Tritfn X100
-un detergente no polar que disuelve la menbrana plasmitica-. Encontramos
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, Fig. 4 Disminucifn de la radiactividad basal ocon respecto al ni+
mero de lavados de los cultivos de cflulas marcadas, Deteyrminamos
la radiactividad recuperada de los cultivos de cflulas maracadas
cxn[uC]AIBdespésdala\rdrlcultimsdemaacﬁmvaws
amn 100pldeSSBprecal¢mtado a 36°C. los sinbolos corresponden
a la radiactividad recuperada en cada volGmen de lavad (e) des-
pufs de marcar las cflulas, o e las oflulas lisadas con Tritfm
X100 al 0.5% (o). Cada punto representa el promedio y (+) des-
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que la liberacifn del marcador radiactivo es wna funcifn semilogaritmica
con respecto a la concentracifn de Tritén X100 entre 0.00125% y 0.04%.
El 50% de liberacifn del warcador correspondid al 0.0074% de TribSn X100
(Fig. 5).

Los resultados anteriores nof pemmitieron confimar que el modelo de
citflisis con un agente potente y soluble era Gtil para cuantificar con
precisifn la liberacifn de [1%c] ATB. Sin embargo, afn quedaba por resol-
ver el problema mis dfficil: la deteccifn de citflisis producida por una
citolisina fuertemente asociada a membrana, lo cual planteaba dificultades
t8cnicas tales como apagamiento de luminiscencia e inmovilizacién indesea-
ble del marcador scbre las células, substrato y la misma fraccifn membra-
nal,

3. Distribucifn de la radiactividad en el sistema de ensayo en funcifn
de la cantidad de P30 agregada.

La radiactividad asociada a las oflulas y al poliestireno, con que es-
tén fabricadas las microplacas donde hicimos las mezclas de ensayo, aumen-
t5 en funcitn de la cantidad de P30 agregada, mientras que las dpm detecta-
das en la SE disminuyeron (Fig. 6). Lo anterior podria deberse a que el
marcador liberado por las c€lulas lisadas se quedase adherido a las menbra-
nas plasmiticas y/o al poliestireno y por ello no gpareciese en forma solu-
ble en la SE, donde debia detectarse. Esta suposiciin se vela reforzada
por las grandes desviaciones estindar que cbservamos en las determinaciones.
Lo cual podria deberse a gue los posibles complejos [MC] AIB-P30 © [14C]
AlB-cflulas lisadas se estuviesen desprendiendo del substrato en forma
irreqular, no controlable por el método de lavado que estébamos usando.

4. Blogueo de los posibles sitios de uniSn para el [14C] AIB en el polies-
tireno de las microplacas, mediante preincubacifn de los cultiwvos celu-
lares ocon servalbfmina.

Cuando preincubamps los cultivos celulares en presencia de SAE cbserva-
ms que la radiactividad asociada al poliestireno se redujo hasta un 91%,
en relacifn a los pozos sin SAB y las variaciones en las determinaciones
disminuyeron considerablemente. Esto permitid detectar la liberacifn del
marcador por efecto citolitico de P30 en cantidades relativamente peque-
nas (equivalente entre 0 y 57.5 pg de proteinas totales). Sin enbargo,
con cantidades mayores de extracto (de 57.5 a 172.5 pg de proteinas) las

dpm detectadas disminuyeron 43%, para después estabilizarse hasta ocon
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Fig. 5 Relacifn entre el porcentaje de liberacitn & [Mc] am y
la cantidad de Tritfn X100 afiadida a las mezclas de ensayo. De=
terminams la radiactividad liberada por las cflulas marcadas con
[24c] AIB Gespuss de 8 min de incubacién con cantidades variables
de Tritfn X100. El porcentaje de liberacifin del marcador corres-
pondif a una relacifn semilogarftmica con respecto a la concentra-
cifn de Tritfn X100 con un coeficiente de correlacifn (r?) 0.988.
Por interpolacifn en la grifica, ls dosis que liber6 el 50% del
marcador radiactivo correspondifs a 0.0074%. Cada simbolo repre-
senta el promedio y (+) desviacifn estindar de nueve determinacio-
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Fig. 6 Distribucifn de la radiactividad en fumcifn de la cantidad
de P30 agregada al sistema de ensayo. Despufs de 8 min de incu-
bacitn determinamos la radiactividad en los siguientes componentes
de cada wo de los pozos del sistema de ensayo en las microplacas:
1) suspensifn extracelular (SE,e), campuesta por a) la P30 no ad-
sorbida a las cflulas » al substrato y b) el producto de dos lava-
dos sucesivos con 50 pl de SSB precalentado a 36°C; 2) las oflulas
QD desprendidas del substrato con tripsina y dos lavados sucesi-
vos con 50 pl de SSB(o) y 3) el poliestireno con que estS hecho ca-
da pozo de las placas de microensayo, asi cam todas las partfculas
adsorbidas a este (a). Cada sfmbolo representa el promedio y (+)
desviacifn estindar de tres determinaciones.
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460 g de protefnas totales ( Fig. 7).

La radiactividad detectada en las cflulas se redujo en relacifn a la
cantidad de P30 agregada entre 0 y 115 pg de proteinas totales, a partir
de este punto la radiactividad auments en funcifn de la cantidad de extrac-
to afiadido. Este resultado nos indich que sf se liberaba [M‘c]AIB por el
efecto 1ftico de P30, sin embargo sSlo detectamos este efecto en las mez-
clas que tenfan menor cantidad de extracto. Lo cual se debfa a un efecto
de apagamiento por exceso de proteinas en los cocteles de centelleo, camo
1o indicarfa el siguiente experimento.

5. Incremento lineal de la interferencia de la luminiscencia (apagamiento)
en funcifn de la cantidad de P30. Sclucifn al problema.

La presencia de algunas moléculas (como lipidos y protefnas) en las
mezclas de centelleo dificultan la cuantificacifn de la radiactividad,
porque ésta se detecta en el contador de centelleo liquido como emisifn
de luz, la cual puede ser absorbida o difractada por los compuestos an-
tes menionados. Oomo P30 es una fraccifn membranosa (25), rica en 1ipidos
y protefnas, pensamos que la interferencia en la lumniniscencia de las mues-
tras analizadas podrfa ser relevante. Por ello decidimos determinar el a-
pagamiento producido en el liquido de centelleo, en fincién del volGmen de
la SE de la mezcla de ensayo, correspondiente al pozo con mayor dosis de
P30 (460 pg de protefnas) del experimento descrito en el inciso anterior.
Al calcular las dpm/ul de cada muestra, encontramos una disminucifn 1i-
neal de la radiactividad detectada (apagamiento) en funcifn del volmen
de la mezcla de ensayo agregada a los frascos de centelleo liquido (Fig.8).

Para evitar el efecto de apagamiento, decidimos reducir la cantidad de
P30 agregada a las mezclas de ensayo, asi como preincubar la P30 con AIB
no radiactivo para que este filtimo blogqueara los sitios donde pudiera
unirse el [14C] AIB. De esta manera esperfbamps que el marcador liberado
por las oflulas por efecto de los extractos amibianos quedara soluble pa-
ra poder cuantificarlo con precisi&n.

B. DETEQCION DE UNA ACTIVIDAD CITOLITICA AMIBIANA DE EFBECTO INMEDIATO.

6. Liberacifn de [-3c] ATB dependiente de la dosis de P30 afadida a cul-
tivos de células ap.

Una vez que adecuanos el modelo experimental para el anflisis de efec-
tos citoliticos myy finos, producidos por citolisinas asociadas a menbra-
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Fig. 7 Adecuacifn de la radiactividad en el sistema de ensayo,
mediante la preincubacifn de los cultivos celulares con SAB. Inr—
cubamos los cultivos celulaves en SSB adicionado con SAB (10 mg/ml)
por 1 h a 36°C, antes de marcar los cultivos con [14c] AIB, Des-
pués continuamos el experimento en la forma usuwal (ver métodos) Y
determinamos la radiactivicdad en 1) la SE (e); 2) en las células
(0) y 3)en el poliestireno de cada pozo (A), como se describid en
el pie de la Fig. 3. Cada sirbuln representa el promedio y (4)
desviacifn esténdar de “rer determinaciones.
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Fig. 8 Incremento lineal de interferencia de la luminiscencia (a-
pagamiento) en fimcifn de la cantidad de P30. Detemminamos la ra-
diactividad en wolfimenes variables (entre 5y 30 pul) de SE de los
pozos que contenian una cantidad de P30 equivalente a 460 pg de
protefnas. DespuSs cal-ulamos las dom/ul correspondientes a cada
muestra y calculamos el intercepto del origen, es decir, las dpm
que deberfan detectarse en una muestra s8in proteinas de P30 agre-
gadas, pero con la misma radiactividad que las mezclas de ensayo.
Tomamos este valor como el 100% de luminiscencia {0% de apagamien-
to). Con estos datos calculamos el porcentaje de apagamiento, el
cual correspondif a una funcifn lineal con respecto a la cantidad de
P30 presente en los wlGmenes de miestra cuantificados, con un
coeficlente de correlacifn (r?) 0.9503.
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nas, probams el efecto de la fraccifn P30, activada o fresca, de la cepa
HK9. Encontramos que el porcentaje de liberacién de [14C] AIB correspon-
di6 a sendas funciones lineales con respecto a la dosis de P30. La pen-
diente de P30 activada fue mayor que la de la no activada.

El efecto citolitico mixinmo de P30 activada fue mayor que el de P30
fresca . Con wa cantidad de extracto equivalente a 28.75 pg de protel-
nas, la P30 fresca produjo una liberacifn especifica del 21%, terminando
en este punto la relacifn lineal, en tanto que una dosis eguivalente de
P30 activada produjo el 37% de liberacién especifica del marcador y la re-
lacif6n lineal se sostuvo hasta con 115 pg de proteinas totales, la cual
produjo una liberacifn especifica de [*c] AIB de 52%. Es decir, la P30
activada produjo una liberacifn mixima 2.4 veces mayor que la lograda con
P30 fresca.

En los cultivos tratados con SAB, en vez de extractos amibianos, no ab—
servamos liberacifn significativa del marcador radiactivo (Fig. 9).

7. Relacifn entre la virulencia de E. histolytica y la potencia citolitica
de los extractos amibianos.

Una vez que cuantificams la liberacifn del marcador por efecto de P30
de HK9, procedimos a comparar su potencia ocon la de la misma fraccifn de
trofozoitos de HM38, otra cepa de E. histolytica, de mayor virulencia que
HK9. Encontramos que las pendientes de ambas rectas son paralelas, perc
su elevacitn es significativamente diferente (p€0.05) (fig. 10). La po-
tencia citolftica de la cepa HM38, fué 9 veces mayor que la de HK9 (Ta-
bla I).

La P30 de higado de rata solo produjo una ligera liberacifn de [-iC]
AIB (6%) (Fig. 10).

8. Liberaci6n inmediata de [*%C] AIB por efecto de P30.

Cuantificamos 1a liberacisn de [“4c] AIB por efecto de P30 de HM38
(cantidades equivalentes a 14.25 ug de protefnas totales) despuds de 30
seg a 8 min de contacto con las células. Entre 0 y 2 min, el porcentaje
de liberacién especifica del marcador fug un poco mayor del 30% con res-
pecto a los testigos, para lueg incrementarse linelamente en funcifn del
tiempo de incubacifn hasta log 8 min, Despufs de este Qltimo lapso de in-
cubacifin,la liberacién de [“CJ AIR fufé aproximadamente del 50% con res-
pecto a los testigos (Fig, 11).

9. lesiones menbranales irreversibles producidas por P30 scbre cglulas CHO.
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Fig. ¢ Incremento del poroentaje de liberacifn de [‘MC] AIB pro—
porcional a la cantidad de P30 anadida al sistema de ensayo. De-
temminamos el porocentaje de liberacién del marcador radiactivo en
la SE de los cultivos celulares incubados por 8 min con cantidades
variables de P30 preincubada por 30 h a 36°C (activada,e); P30 no
preincubada (frescad) y SAB (o). El porcentaje de liberacifn de
EMC] AIB correspondif a una funcifn semilogaritmica con respecto
a la cantidad de P30 afiadida a los cultivos, expresada como yg de
proteinas totales, con las siguientes oorrelaciones: con P30 acti-~
vada 0.939 y oon P30 fresca 0.850. Cada sfibolo representa el pro-
medio y (#) desviacifn estfndar de nueve determinaciones en tres
experimentos independientes.

33



H
O
T
-

W
O
{
]

N
@)
-

o
T

o’

Ol | 10
ug DE PROTEINAS TOTALES

{ .
/ '
1
///. {‘/"

2 N\

% DE LIBERACION ['4C] AlB

Fig. 10 Relacifn entre la virulencia de E. Jistolviica y la po-

tencia citolitica de los extractos amibiancs. Determinamos el
porcentaje de liberacifin del marcador en la SE de cultivos celu-
lares incubados por 8 min con cantidades variables de P30 de las
cepas HM38 (@), una de las cepas mis virulentas establecidas en
cultivo axfnico y HK9 (0}, de menor virulencia y P30 de higado de
rata (A). Cada sfmbolo representa el promedio y (+) desviacifn
estindar de tres determinaciones. Encontramos en los dos primercs
casos que la liberacifn de [MC] ATB es una funcién semilogarftmi-
ca de la cantidad de P30 anadida a 1as mezclas de ensayo, omn los
siguientes coeficientes de correlacifn (r2): Para P30 de HM38 (e-
quivalente a cantidades entre 0.21 y 14.25 pg de proteinas totales)
0.9036 y para P30 de HK9 (entre 1.75 y 28.75 ug) 0.850. La eleva-
cifn de las rectas es significativamente diferente (p<0.05).




TARIA 7

ACTIVIDAD CITOLITIC2A ESPECIFICA DE P30 DE DOS CEPAS
DE Entamoeba histciytica TON DIFERENTE VIRULENCIA.

Cepa Actividad especffica Actividad relativa

HK9 23C UC/m3 1.00
HM38 2128 UC/my 9.25

1 unidad citolftica (U()= ug de proteinas totales
de P30 necesarias para liberar el 10% de [14C] AIB
en 8 min de incubacibn, ~alculando el porcentaje
de liberacién especifica del marcador ($LES) como
se indica en métodos.
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Fig. 11 Liberacifn inmediata de [13c] ATB por efecto de P30. A
tiempos variables de incubacifén (entre 30 seqg y 8 min) determina-
mos el porcentaje de liberacifn del marcador radiactivo en la SE
de los cultivos celulares tratados con wna cantidad equivalente

a 14.25 pg de proteinas totales. Los sinbolos representan el pro-
medio y (+) desviacién estfindar de tres determinacicnes.
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En cultivos celulares tratados con P30 de HM38 (14.25 pg de protefinas
totales) por 8 min (Fig. 12B) cbservamos que las células sufrieron los si-
guientes cambios morfolbgicos: a) hinchamiento; b) aumento del nGmero y
tamafio de sus vacuolas y ¢) aparicién de protusiones membranales, Lo cual
no sucedif con 1los cultivos testigo (Fig. 12A). Las lesiones anteriores
fueron irreversibles, pues ain despuss de lavar los cultivos con un amor-
tiquador isoténico de pH 7.2 y reincubarlos en medio McCoy fresco, adicio-
nado con 15% de suero de temera, las cflulas mostraron lesiones todavia
mds acusadas que las iniciales y muchas de ellas se lisaron (Fig. 12C y D).
Las lesiones antes descritas fueron localizadas, es decir, se afectS sflo
W area delimitada de la membrana plasmatica, al principio imperceptible,
que luego ewolucion® hasta lisar a las cSlulas que entraron en contacto
cn la citolisina (Fig. 12D).

10. Liberacitn de DNA-[°H ] timidina a largo plazo por efecto de P30.

Los resultados antes presentados sugieren que numerosas cSlulas se
destruyen conpletamente despufs de haber sid tratadas con los extractos
amibianos por corto tiempo de contacto y reincubarlas en medio fresco.
Para confimar esta apreciacifn, cuantificamos la salida de [°H ] timidina
incorporada al DNA después de la reincubacifn. 1o cual serfa evidencia
de lesiones en la membrana plasm&tica de tal extensifin que permitiesen la
salida de macrompléculas e inclusive nficleos conpletos. Efectivamente,
encontramos una relacién lineal entre la liberacién de DNA- [3H] timidina
y la cantidad de P30 afiadida a las mezclas de ensayo (equivalente entre
1.75 y 115 pg de proteinas totales), despuSs de 24 h de reincubacifn en
medio fresco om suero tras el contacto por 8 min con P30 (Fig. 13).
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Fig. 13 Relacifn entre el porcentaje de liberacién de DMA-[2H Jti-
midina v la cantidad de P30 en las mezclas de ensayo. Determinamos
el porcentaje de liberacitn del marcador radiactivo en las SE de los
cultivos celulares despufs de incubarlus por 8 min con cantidades va-
riables de P30 de HK9 (equivalente entre 1.75 y 115 ng de protefnas
totales), lavarlas y reincubarlas por 24 h a 36°C en medio McCoy com
pleto. El porcentaje de liberacifn de DNA- [36] timidina correspon-
dif a wna funcifin semilogaritmica con respecto a la cantidad de P30,
con un ocoeficiente de correlacifn (rz) 0.7487. Cada sinbolo repre-
senta el promedio y (+) desviacifn esténdar de cuatro determinacio-
nes,




V. DISCUSION

La cit8lisis mediada por contacto ha sido considerada como uno de los
factores ms inportantes en ,a patogenia de la amibiasis (33), sin embargo
la gran mayoria de los investigadores que la han descrito no han podido
detectarla en extractus amibianos. LSpez-Revilla y Said-Feméndez (24)
descubrieron que los extractos libres de trofozoitos tiemen actividad he—
molftica. Prasad et al confixmaron este hallazgo (27). Poco después,
Vargas-Villarreal y Said-Femé#ndez (28) detectaron actividad litica scbre
células CHO en la misma fraccifn amibiana (P30) con mayor actividad hemo-
1ftica (25), la cual fué activada por incubacifn a 36°C por 30 h. El e-
fecto anterior era claramente visible despufs de tiempos relativamente
largos ( de 1 a 4 h) de contactc entre las oflulas y los extractos ami-
bianos. Recientemente nosotros cbservamos un efecto citolitico scbre of-
lulas (HO despufs de tiempos de contacto muy cortos (de 15 seg a 10 min).
El cual se manifestaba sin necesidad de activar la fraccién P30 (31).

Por ello pensamos que este filtimp efecto podria deberse a un factor dife-
rente al descrito por Vargas-Villarreal Y Said-Fern&ndez (28). Sin em
bargo no tuvinos &xito en los primeros intentos para abtener datos cuanti
tativos del efecto recién descubierto. Ello se debid a la anfotericidad
del [Yc] amB, propuesto como marcador para denotar lesiones membranales
tenmpranas y miy finas, producidas por diversas citolisinas solubles (32).
Adicionalmente P30 es wa fraccifn membranal opaca,muy rica en proteinas
y lipidos, carcteristicas fisicas que dificultaron grandemente la cuanti-
ficacifn del efecto recifn descublierto. A pesar de todas las dificultades
antes mencionadas, decidinmps adecuar el modelo cuantitativo de citdlisis
con P30 y [14C]AIB, porque la citblisis chservada despufs de tiempos cor-
tos de contacto podria estar estrechamente relacionada oon la citflisis
mediada por contacto. La cual tambi&n ocurre a tienpos muy cortos (8).

El trabajo aqui presentado constituye, ademis, un prerrequisito para in-
tentar la purificacifn de la citolisina descubierta y analizar su impor-
tancia en la patogenia de la amibiasis.

Iniciamoe nuestra estrategia de trabajo eliminando del sistema toda la
radiactividad que no habfa sido captada por las cflulas y guedaba scluble
en el sistema. Para ello determinanos el nGmero minimo de lavados de los
cultivos celulares recién marcados con [14CJ AIB para reducir la radiacti-
vidad inespecifica al mismo nivel que la radiactividad basal (Fig. 4).

El siquiente paso en el desarrollo del modelo fu€ probarlo con un agen—
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te citolitico soluble, cuyos efectos fueran bien conocidos. Eleglmoé al
Tritfn X100, que forma parte de loe agentes litioos analizados por
Thelestam y Mollby (32). Con ello encontramos que el modelo ya era fitil
para cuantificar con precisifn la liberacifn de [140] ATIB por efegto de
un agente 1ftico (Fig. 5) sin problemas adicionales como los de P30.

Después de lo anterior abordamos el principal problema de nuestro mo=
delo: detectar actividad de wna citolisina fuertemente asociada a membra-
na en muestras opacas, mly ricas en protefnas y 1ipidos. Hicimps un an&-
lisie global del sistema de ensayo, para identificar los sitios de wmifn
inespecifica del [Mc] AIB, después de 1a citBlisis producida por P30.
Los resultados de tal andlisis nos indicaron gque el marcador se unia en
forma muy importante al poliestireno de los pozos de las microplacas Yy
probablemente a la superficie de las cflulas, directamente,cor si 8610,0
indirectamente come complejo P30- [14C] AIB, a juzgar por el incremento de
radiactividad detectada con respecto a la dosis de P30, en tales compo-
nentes de ensayo (Fig. 6). Una wez identificados €stos prablemas, inten-
tamos bloquear los posibles sitios de unifn del [14c] ATB en el poliesti-
reno y en la membrana plasmitica de las cflulas CHD: Preincubamos 108
cultivos celulares con SAB, sabiendo que la SAB es una proteina compues-
ta por amino8cidos cuyas cargas san muy parecidas a las del aminoScido
que estabamos enpleando como marcador. Encontramos que nuestra hipbte-
sis era correcta: la unifn del marcador al poliestireno se redujo hasta
en un %1%, ocon desviaciones estindar considerablemte menores que las ob-
tenidas en experimentos antericres ( Figs. 6 y 7).

En el experimento de la Fig. 7 encontramos que la radiactividad detec-
tada en las oflulas dieminuy® en relacifn a las dosis mis bajas de P30,
para luego incrementarse con respecto a la dosis de P30. La primera par-
te de la curva sugiri6 que el [ %C ] AIB sf se liberaba por el efecto ci-
tolitico de P30, pero por otro lado, la disminucifn de la radiactividad
soluble en las suspensiones extracelulares de las mezclas de ensayo con
dosis mayores de P30 sugerfa fuertemente wn efecto de apagamiento de la
luniniscencia, evitando que pudiera cuantificarse con precisifn la real
cantidad de marcador liberado de las cBlulas. Esta suposicitn fu€ con-
firmada en el experimento de la Fig. 8.

Para solucicnar este problema redujimos la dosis de P30 utilizada y
agregamos a P30, antes del ensayo, AIB no radiactivo, para bloquear los
sitios de unifn en P30 del [14C] AIB liherado de las oSlulas y quedara
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soluble para poder cuantificarlo.

Con todas las modificaciones introducidas consideramps que nuestro mo—
delo de ensayo ya era adecuado para cuantificar actividad citolitica en
los extractos amibianos. Pasams entonces a la sequnda etapa del trabajo
que consistid en determinar el efecto citolftico de la fraccién P30, so-
bre cflulas CHO premarcadas con [1c_ am.

Incluinps en estos anflisis P30 activada mediante preincubacifn a 36°C
por 30 h, la cual tiene efectos citoliticos camprobados (28). Como tuvi-
mos &xito con ella, pasamos al problema central del trabajo: cuantificar
el efecto de P30 "fresca", no activada. Como puede verse en la Fig. 9,
dicha fraccibn tiene, en efecto,umna citolisina cuyo efecto es dependien-
te de la dosis y se manifiesta en tiempos miy cortos. El efecto de
P30 activada fué 2.4 veces mayor que el de P30 fresca. Lo cual era pre-
decible porque P30 activada contiene ademSs fosfolipasas activadas y sus
productos de hidrflisis acumilados, cuyo potente efecto citolitico es
bien conocido (26). Por otro lado, la SAB en dosis equivalentes a las de
P30 fresca o activada no produjo liberacifn del marcador (Fig. 9). Lo
que significa que la liberacifn de (14 ] ATB es especifica de citolisi-

Una vez que contamos con un modelo confiable para cuantificar el efec—
to citolitico de P30 a tiempos cortos de contacto, comparamos la potencia
de P30 de HK9 con la de la cepa HM38, de mayor virulencia que HRS. La po-
tencia de HM38 fu€ un poco mis de 9 veces mayor que la de HK9, lo cual
significa que la potencia citclitica de E. histolytica guarda relacifn con
su virulencia. Encontramos ademis que las pendientes de las relaciones
dosis-respuesta son iguales en las dos cepas, pero con una elevacifn sig-
nificativamente diferente (p< 0.05; Fig. 10). La pendiente id&ntica su-
giere que la actividad litica del efecto a corto plazo se debe al mismo
factor en sendas cepas; la diferente altura indica que dicho factor se
encuentra en mayor cantidad en HM38, la cual es precisamente ia cepa mis
virulenta. Ello podrfa significar que la citolisina cuyos efectos descru-
bimos, es un factor de virulencia de E. histolytica.

Por otro lado, la liberacifn méxima producida por efecto de P30 de hi-
gado de rata fuf miy pequeiia (6%) en comparacién oon las fracciones ami-
bianas, el efecto 1ftico se explica porque se trata de una fraccifn liso-
somal que contiene un gran nfimero de enzimas hidrolfticas, sin embargo su
potencia es notablemente menor que la de los extractos amibiancs. Lo cual



43

sugiere ademis, que el efecto detectado por nosotros no se debe exclusi-
varente a actividades enzimfticas, sino a otro mecanismo. Porque a dife-
rencia de lo que nOsotros encontramos, las enzimas requieren tiempos con-
siderablemente mis largos para producir citSlisis detectable.

Cuando cuantificamos la liberacién de [19C] ATB por efecto de P30 de
HM38 en relaciSn al tiempo, encontramos que desde los 30 seg de oontacto
hubo una liberacifn del 30% del marcador, la cual se mantuvo hasta los 2
min para luego incrementarse linealmente y llegar aproximadamente al 50%
a los 8 min. Estos resultados significan que la lisis se produce tan
pronto como la citolisina entra en contacto oon las cflulas blanco. Es
decir, la citolisina que analizamos tiene un efecto inmediato. Tal des-
cubrimiento apoya nuestra posicidn inicial, acerca de que el factor que
nos ocupa No &8s wa enzima, las cuales tienen una cinftica muy diferente
a la encontrada por nosotros. Fl efecto inmediato sugiere también gue
dicho factor podria ser un elemento may importante en la citSlisis r&pi-
da mediada por contacto, cbservada en trofozoitos enteros. La posible
importancia de este efecto en la virulencia amibiana est8 Fuertemente a-—
poyada por la descripcibn de Trevifio Garcia-Manzo y Cruz de Lavin, quie-
nes describieron lesicnes producidas por trofozoitos enteros sobre epi-
telio intestinal aislado de cobayo (40) muy parecidas a las lesiones
Cbservadas por nosotros.

Las imAgenes fotogrificas presentadas en este trabajo (Fig. 12), nos
permiten observar que las lesiones producidas en las células ocurren ra-
pidamente, observandose un aumento de tamaio y ntmero de las vacwolas,
hinchamiento y aparicifn de protusiones membranales en las oflulas trata-
das con P30. Estas cflulas despuds de lavarlas y reincubarlas no se re-
cuperaron, sSino que las lesiones aumentaron en gravedad provocando la
lisis de alqunas oflulas. Es de hacerse notar que las lesiones descritas
fueron localizadas. Es decir, afectaron s6lo un area delimitada de la
membrana, poco notable al principic, que luege ewoluciona hasta lisar a
la cflula. M los cultivos tratados también pueden abservarse células
intactas, al lado de otras claramente lesionadas. Esto hace suponer que
la citolisina se consume una wez que se integra a la menbrana celular y
produce su efecto y que hay un nmero limitado de €stas moléculas, con-
trariamente a oomo actfian las enzimas. Ello también apoya nuestra supo~
sicifn de gue se trata de una citolisina no enzimitica. Muy probablemen-
te se trate de una citolisina 15bil al oxiceno, dependiente de grupos
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-8H, por las siquientes razanes: 1) las citolisinas de este tipo, camo la
estreptolisina O, se inactivan en presencia de oxigeno, y los grupos que
han intentado detectar actividad citolitica en extractoe amibiancg, scni-
can las fracciones mezclandolas fuertemente oon oxigeno, por 1o que no se
detecta una actividad semejante; 2) Tarmbifn, estas citolisinas se reacti-
van con agentes reductores tales camp la cisteina. Cuando anadimos canti-
dades variables de cistefna a las mezclas de ensayo encontramos una depen—
dencia clara del efecto citolitico con la cantidad de cistefna afadida.
Con 6.2nM de cistefna la actividad se increment$ hasta cinco veces con
respecto a las mezclas sin el reductor (datos no presentados); 3) La es-
treptolisina O se inactiva cuando se preincuba en presencia de colesterol
(el sitio de wnifn de esta toxina en las células blanco es ese lipido)

(41) , nosotros encontramps lo mismo cuando preincubamos P30 con colesterol
(datos no presentados); 4) Las lesiones producidas por estreptolisina O
(42) son muy parecidas a las que abservamos en las oflulas tratadas con
P30; 5) lLa estreptolisina O no es una enzima, sino una mol&cula gque pro—~
duce citbflisis unifndose fisicamente a la membrana plasmitica para ha-
cer agujeros, como lo sugleren nuestros datos en el caso de la citolisina
amibiana; 6) Las condiciones del microambiente del intestino donde se de-
sarrolla E. histolytica son anaerobicas, por lo que serfa factible y 16—
gico que tuviera este tipo de citolisinas.

Comw las lesiones, dbservadas por microscopia, producidas por efecto de
P30 fueron irreversibles, cuantificams este efecto en cultivos lavados des-
pués del contacto con P30 y reincubados en medio fresco, adicionado con sue-
ro. Para ello determinamos la liberacifn de [3H] timidina incorporada al
DNA de cflulas CHO, ya qQue la liberacifn de tal mplécula implica la destruc—
cifn total de las cBlulas. Encontramps una liberacifn aproximada del 8%.
1o cual esti de acuerdo con lo dbservade inicialmente: Michas de las cBlulas
permanecen intactas, en tanto que ctras se lisan. lLas lesiones de estas fil-
timas son imperceptibles al principio, pero detectables por la liberacifn de
[1c] AIB, estas lesiones progresan hasta lisar sélo a las cflulas que entra-
ron en oontacto con la citolisina. De esta dbservacifin podemos colegir que
aunque P30 estS formada por vesiculas y estas entran en contacto con todas
las cflulas, s6lo algunas de tales vesiculas contienen la citolisina de efec-
to inmediato, pues sSlo algunas cflulas se lisan. Dicho efecto es nota-
blemente potente, considerando que corresponde a wna fraccifn muy cruda,
es decir, la citolisina est§ muy poco concentrada, y no se encuentra
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en sus mejores condiciones de ensayo. A pesar de esto, el efecto de cits-
lisis no difiere mucho del producido por citolisinas puras de veneno de
serpiente, dnde la liberacifn mixima de RW-[H ] uridina es del 33% (43).

Los resultados cbtenidos en este trabajo permiten suponer que hemos
descubierto una citolisina de E. histolytica, diferente a las descritas
hasta ahora. Ya hemos discutido las diferencias entre la citolisina refe-
rida y las enzimas camo fosfolipasas, Las diferencias con la proteina for-
madora de poros (amebaporo) son las siguientes: 1)la amebaporo produce un
flujo selectivo de cationes monovalentes a través de la membrana celular y
2) las ocSlulas se recuperan despubz del tratamiento con la amebaporo, es
decir, su efecto es reversible. En tanto, la citolisina detectada en este
trabajo produce lesiones que permiten la salida immediata de una molécula
mucho més grande que los iones, un aminofcido (PM:104) con cuatro grupos
relativamente voluminosos, dos de ellos cargados con cargas Opuestas (NH,
y 000) y dos grupos hidroftbicos (CH,). Estos efectos se agravan con el
tiempo, hasta el grado de permitir la liberacibn de DNA. Es decir, a di-
ferencia de la amebaporo, la citolisina aqul descrita produce lesicnes
mas grandes, no selectivas a cargas, progresivas y mortales, a pesar de
que las cflulas se reincuban en presencia de suero, cuyas propledades
antitbxicas son bien conocidas.

Conclusiones.

El modelo desarrvllado en este trabajo permite la cuantificacifn de
efectos citoliticos muy finos, producidos por citolisinas asociadas a
menbrana, en tiempos muy cortos de contacto.

Por los resultados cbtenidos, sugerimos la deteccifn de una citolisina
en extractos de trofozoltos de E. histolytica de efecto inmediato e irre-
versible y de accifn localizada, lo cual corresponde a una citolisina no
descrita hasta ahora.

La rfpidez del evento y la relacién encontrada entre la potencia de la
citolisina propuesta para liberar el [** ] AIB y la virulencia de las ce-
pas analizadas en este trabajo sugieren que dicha citolisina podria de-
sampefiar una importante fimcifn en la catflisis mediada por oontacto; y
por lo tanto, en la virulencia amibiana.

Pexrspectivas.

El desarrollo de modelos experimentales como el descrito en este tra-
bajo proporciona un medio para la exploracifn de nuevas actividades y fac-
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tores que estfn inplicados en la patogenia de enfermedades infecciosas.
Asi mismo permiten hacer el seguimiento de la actividad durante el aisla-
miento y purificacifin del factor responsable.

En el campo de la amibiasis, el encontrar una actividad en extractos
libres de cflulas constituye un avance en el oonocimiento de los facto-
res involucrados en la virulencia amibiana. Los hallazgos aqul presen-
tados refuerzan la hipStesis de que el mecanismo citolitico no se debe a
un s8lo factor, sino que entran en juego varios de ellos, y probablemente
otras condiciones que no han sido determinadas hasta ahora. Entre los
factores mencionados, la citolisina de efecto inmediato pudiera jugar in
papel relevante.

Por otro lado, el modelo desarrollado aqui permitirf detectar y anali-
zar citolisinas asociadas a fracciones menmbranales en otros especimenes,
superando los inconvenientes que suwone la anfotericidad y las propieda-
des fisicas del marcador, as{ como la opacidad y complejidad bioquimica
de las fracciones membranales.



VI. RESUMEN

La amibiasis es la infeccifn parasitaria ocasionada por Entamceba
histolytica. En México es un problema muy importante por su frecuencia y
mortalidad.

La virulencia de E. histolytica depende esencialmente de 1la invagivi-
dad, propiedad en la que parece desempefar un papel relevante la citfli-
sis mediada por contacto, la cual ha sido descrita extensamente en tro—
fozoitos activos. Sin enbargo la mayorfia de los esfuexzoe para detectar
actividad citolfitica en extractos amibiancs han sido infructuwosos. Lo
cual es condicién indispensable para intentar la purificacifn de las¢i-
tolisinas responsables.

En 1980, se encontrd que los extractos amibianos tienen actividad he-
molitica y la mayor parte de &sta actividad reside en la fraccifn vesi-
cular llamada P30, cuya potencia basal se incrementa hasta cien veces
después de 36 h de preincubacifn a 36°C.

En 1984 se detectS actividad citolftica de la fraccifn P30, activada
por preincubacién a 36°C por 30 h, scbre cflulas Q0. La deteccién se
realizé mediante la cuantificacifn de la radiactividad liberada por of-
lulas CHO marcadas oon [35] UTP despufs de incubarlas con cantidades va-
riables de P30 a 36°C por 4 h.

Posteriormente nosotros cobservamos que la fraccifn P30 produjo lesio—
nes en cflulas CHO desde los 15 seg de contacto. Estas lesiones se ha—
cfan mis notables, afin después de lavar los cultivos celulares y reincr
barlos en medio fresoo adicionado con suero, hasta que algunas oflulas
terminaban por lisarse. La ripidez del evento y el hecho de que la P30
utilizada no fué activada, nos hizo suponer que el efecto citolitico se
debfa a un factor diferente al encontrado en P30 activada, que pudiera
estar muy relacionado ocon la citflisis mediada por contacto detectada en
trofozoltos enterogs. Sin enbargo, en nuestros primeros ensaycs no obtu-
vimos datos cuantitativos de esta actividad.

Un modelo de citSlisis para cuantificar actividad citolitica después
de tiempos cortos de contacto entre productos amibianos y cglulas en cul-
tivo permitirfa intentar la purificacifn de la citolisina responsable y
analizar su importancia en la patogenia de la amibiasis.

El desarrollo de tal modelo ofrecfa varios problemas t&cnicos: 1) la
anfotericidad del &cido = [F4¢? amino iscbutfrico ( 4] AB), utilizado
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como marcador; 2) la cpacidad y complejidad bioquimica de la fraccifn
P30, que produce apagamiento de la luminiscencia e immovilizacitn inde-
Seable del marcador en la superficie de todos los elementos del siste-
ma; 3) la fuerte asociacifn a membrana de la citolisina. Dichos proble—
mas se resolvieron satisfactoriamente en este trabajo: El modelo desa-
rrollado permite la cuantificacién de efectos citoliticos my finos, pro—
ducidos por citolisinas asociadas a menmbrana, en tiempos muy cortos de
contacto. Tanbi&n permite hacer el seguimiento de la actividad durante
el aislamiento y purificacién del factor responsable.

Por los resultados cbtenidos, proponenos que la actividad citolitica
detectada en extractos de trofozoftos de E. histolytica, corresponde a
una citolisina de efectos inmediatos e irreversibles, no descrita hasta
ahora; my probablemente perteneciente al grupo de las c¢itolisinas 14-
biles al oxfgeno y dependientes de grupos -SH.

La répidez del evento y la asociacifn de la potencia para liberar el
marcador oon la virulencia de las cepas, hace pensar que el factor desem-
pefie una importante funcién en la citblisis mediada por contacto, Yy por
lo tanto, en la virulencia amibiana.
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