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Propósito y método del estudio 

La amibiasis, causada por Entamoeba. histolytica es un problema de salud pública. La 

vacunación es la forma más efectiva para controlar las enfermedades infecciosas y 

parasitarias como la amibiasis. El óxido ni trico (NO), producido por macró fagos activados, 

es la principal molécula efcctora en esta respuesta inmune contra E. histolytica. Se 

desconoce si existen antígenos capaces de inducir esta respuesta en células mononucleares 

periféricas (CMP) humanas. El objetivo del presente proyecto fue identificar antigenos de 

Entamoeba histolytica capaces de inducir esta respuesta, mediada por linfocitos T CD4+. 

Se utilizaron trofozoitos virulentos de la cepa HM-1-IMSS. Se obtuvo el antígeno amibiano 

total, libre de actividad de porteases endógenas (ATA), el cual se utilizó directamente en 

forma particulada o soluble. Las CMP se obtuvieron de un voluntario con antecedentes de 

disentería amibiana. Se realizaron los siguientes ensayos en microplacas de 96 pozos: 

Activación de linfocitos por efecto de ATA soluble y ATA particulado, producción de NO 

en cultivos de CMP inducidos con LPS, ATA soluble o particulado, efecto del ATA 

digerido con tripsina sobre la producción de NO por CMP, separación de tracciones del 

antígeno amibiano por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC). 

Determinación de la capacidad de las fracciones de antígeno amibiano separadas por HPLC 

para inducir la producción de NO. Capacidad litica de macrófagos activados por los 

antígenos amibianos separados por HPLC. 



Contribuciones y conclusiones. 

El ATA es capaz de inducir proliferación de linfocitos cu cultivos de CMP. El ATA 

induce producción de NO en cultivos de macrófagos obtenidos de sangre periférica 

humana. La inducción de producción de NO en cultivos de macrófagos humanos obtenidos 

de CMP, se incrementa por co-estimulación con INF y o LPS. La inducción de producción 

de NO en cultivos de macrófagos humanos obtenidos de CMP, es dependiente de la 

presentación del antigeno. Las fracciones del ATA digeridas con tripsina y separadas por 

HPLC son capaces de inducir la producción de NO en presencia de LPS. Los macrófagos 

humanos de cultivos de CMP, activados con las fracciones 4 y 9 separadas por HPLC. 

Inducen la producción de NO, además son capaces de destruir trofozoítos in vitro. Nuestros 

resultados sostienen la hipótesis planteada en el presente trabajo. 

Las principales contribuciones del presente trabajo son las siguientes: 

Demostramos que las CMP humanas son un modelo confiable y reproducible para analizar 

respuestas inmunes celulares contra antígenos de E. histolytica. Aislamos e identificamos 

dos fracciones de antígenos de E. histolytica que son capaces de inducir la producción de 

NO en cultivos de macrófagos humanos. Estos antigenos son capaces de activar a 

macrófagos humanos obtenidos de sangre periférica e incrementar su capacidad litica sobre 

amibas virulentas in vitro. Abrimos un nuevo camino, con enfoque promisorio y estrategias 

novedosos; considerando los fundamentos de nuestra estrategia y los resultados aquí 

mostrados, para el desarrollo de una vacuna contra la amibiasis. 

SUMMARY 

Purpose and methods of study 

Amoebiasis, caused by Entamoeba histolytica, is a public problem in developing 

countries. Vaccination is the most effective way to control most of infectious and parasitic 

diseases, like amoebiasis. Nitric oxide (NO), produced by activated macrophages, is the 

major effector molecule in the protective immune cell response against invasive E. 

histolytica. At date none E. histolytica antigen, capable of induce NO production in human 

macrophages, dependent of lymphocytes T CD 4* has been described. The objective of the 

present study was to identify E. histolytica antigens capable to induce this response in vitro. 



E. histolytica HM-1 IMSS strain was used. The total amoebae antigen (TAA), free 

of endogenous-protease activity was prepared in soluble or particulate presentations. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from a healthy participant who 

had amebic dysentery. The following assays were performed in 96-well culture 

microplates: 1) Peripheral lymphocyte activation by soluble- or particulate-ATA. 2) 

Determination of NO-production in PBMC induced with lipopolysaccharides (LPS) or 

soluble- or particulate-ATA. 3) Digestion of soluble-ATA with Trypsin. 4) Induction of 

NO production by digested ATA in CMP. 5) Fractionation of ATA digested with trypsin by 

high performance liquid chromatography (HPLC). 6) Determination of capability to induce 

NO production by the fractions of ATA obtained by HPLC. 7) Determination of cytotoxic 

capability of activatcd-macrophages stimulated with the antigen-fractions. 

Contributions and conclusions. 

ATA is capable of inducing lymphocyte proliferation in PBMC cultures, with an efficiency 

similar to phytohemaglutinin. ATA induces production uf NO in human macrophages. The 

production of NO induced by ATA in PBMCs can be co-stimulated by INF y o LPS, which 

indicates that this is not an unspecific response. Production of ATA depends on antigen 

presentation 4 and 9 HPLC-fractions are capable to induce a remarkable high production of 

NO. Human macrophages from PBMC cultures activated by HPLC-fractions numbers 4 

and 9 fractions able to macrophages to kill amoebae. 

CONTRIBUTIONS 

We demonstrated that human PBMC are a confident model to analyze the cellular 

immune response induced by E. histolytica antigens. We isolated and ideotifyed two 

fractions of E. histolytica capable to induce in vitro production of NO in human 

macrophages. We showed that these antigens are capable to activate human macrophages 

and improve their lytic activity against virulent amoebae in vitro. We open a new way, with 

an interesting a novel promissory strategies, to design and develop a new vaccine against 

amebiasis. 

Firma del Asesor 

Dr. Salvador Said Fernández. 



CAPITULO 1 

1.1 Amibiasis 

La amibiasis es un problema de salud pública en todo el mundo, 

principalmente en los países en desarrollo (Walsh, 1988). Esta enfermedad es 

producida por el protozoario parásito Entamoeba histolytica Las formas clínicas 

más frecuentes son la disentería y el absceso hepático amibiano (AHA) (Petri, 

1996). Se considera que en el mundo existen 50 millones de casos de disentería y 

AHA y poco más de 100,000 muertes por año por estas formas clínicas (Petri, 

2000). En México el 8.4% de la población ha estado expuesta a la amibiasis: Se 

estima que poco más de un millón de casos son tratados por año y se producen 

1216 muertes anuales por esta enfermedad (Petri, 2000). 

1.2 El ciclo biológico de E. histolytica: 

El ciclo vital de E. histolytica tiene dos fases; trofozoíto (forma invasiva) y 

quiste (forma infectiva). Los trofozoitos son las formas vegetativas y los 

responsables de las lesiones en la pared intestinal. Las cuales producen los cuadros 

patológicos de colitis amibiana y disentería. Además, de ahí pueden diseminarse a 

otros órganos, con mayor frecuencia al hígado, y producir AHA. Bajo ciertas 

condiciones desfavorables para su crecimiento, los trofozoitos pueden formar 

quistes, mismos que salen del intestino en las heces fecales y pueden contaminar 

agua o alimentos, los cuales sirven como vehículos para infectar a un nuevo 

hospedero (Martínez-Palomo, 1982). 



Taxonomía 

Recientemente la Organización Mundial de la Salud reconoció que en el 

intestino humano existen dos especies de amibas morfológicamente 

indistinguibles, una patógena E. histolytica y otra no patógena E. dispar 

(WHO, 1997). 

1.4. Aspectos generales de las respuestas humoral y celular. 

Los linfocitos T CD4* TH1 son las células inmunes principalmente 

responsables del reconocimiento de los antígenos que inducen inmunidad 

protectora, mediante la activación de las respuestas humoral y celular (Janeway y 

Travers, 1997). Para que el reconocimiento del antigeno se lleve a cabo se requiere 

que los linfocitos T CD41" ThI reconozcan los antígenos en la superficie de las 

células. Estos antígenos se presentan unidos a glicoproteínas especializadas 

pertenecientes a una familia llamada genéricamente complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés, Major Histocompatibility 

Complex). Las MHC se expresan en células de todos los vertebrados superiores. 

Estas moléculas se demostraron primero en ratones y se les denominó antígenos 

H-2. En humanos se acostumbra llamar a los MHC como antígenos HLA, por sus 

siglas en Inglés (human-leucocyte associated antigens) (Alberts, 1994). 

Existen dos clases de MHC, los de clase I y los de clase II. Estas moléculas 

tienen estructuras muy parecidas. Ambos son heterodímeros transmembranales, 

cuyas regiones (dominios) amino-terminales extracelulares se unen a un antigeno 

para presentarlo a los linfocitos T. Sin embargo existen ciertas diferencias que los 

distinguen: Los MHC clase I están constituidos por una cadena de alto peso 

molecular que tiene 3 dominios extracelulares ai, a j y a j , en su extremo amino 



terminal, los cuales están codificados por exones separados. Esta región de la 

proteína está unido en forma no covalente con un pequeño péptido, llamado p2-

microglohulina, la cual no está codificada por las secuencia de DNA en el locus 

del MHC. En cambio, las moléculas MHC clase II están formadas por 2 cadenas 

polipeptidicas, la a y la (}. Cada una de las dos cadenas que las constituyen son 

polimórficas. La única cadena de alto peso molecular de las moléculas MHC clase 

l tienen un dominio transmembianal, en tanto que en las MHC clase 11 tanto la 

cadena a como la [3 tienen un dominio transmembranal cada una. Tanto los MHC 

clase I como los clase II tienen un surco, donde alojan los epitopes para 

presentarlos a los Linfocitos T. En los MHC clase I este surco está formado por los 

dominios ai y a2 y en los de clase II por los dominios ai de la cadena a y pi de la 

cadena p. 

Los antigenos MHC clase I y los clase II tienen diferentes funciones: Los 

antígenos MHC de clase 1 se expresan virtualmente en todas las células nucleadas 

de mamífero, presumiblemente porque estos antígenos son parte de un mecanismo 

que permite a los linfocitos T citotóxicos reconocer a cualquier célula que haya 

sido infectada por un microorganismo intracelular, como los virus. Estos antígenos 

se sintetizan en sistema retículo endoplásmico rugoso de las células infectadas, 

siendo su síntesis dirigida por el RNA viral. Estas proteínas se digieren en unas 

estructuras especializadas llamadas proteo somas. Los péptidos que resultan de esta 

digestión se transportan al lumen del sistema retículo endoplásmico rugoso, de ahí 

al aparato de Golgi, donde se ensambla la P2 microglobulina y el antígeno extraño 

(viral) con las proteínas MHC tipo I, se forman vesículas conteniendo los 



complejos, las cuales son transportadas hasta la membrana plasmática de la célula 

infectada, para ser presentado. Una vez que el antigeno inserto en el surco de la 

molécula del MHC clase I, arriba descrita, este complejo antígeno-MHC es 

reconocido por los linfocitos T CD8* (kiüer), y como consecuencia de ello esta 

célula se activa y destruye a las células infectadas. De esta manera se restringe 

diseminación de los virus (Alberts, 1994). 

Los antígenos del MHC clase II se encuentran predominantemente en 

células especializadas, conocidas como presentadoras de antígeno (linfocitos B, 

células dendriticas y macrófagos). Estas células presentan antígenos extracelulares 

(solos o provenientes de microorganismos enteros o fragmentos de éstos) a los 

linfocitos T CD4* (heiper). Este proceso se lleva a cabo, en términos generales de 

la siguiente manera: El antígeno íntegro es endocitado por la célula presentadora 

de antígeno, y llega al interior de ésta en un endosoma temprano, el cual madura a 

medida que se internaliza en la célula. Entonces se torna en endosoma tardío. En la 

membrana de este endosoma tardío se insertan moléculas prcensambladas clase 11, 

las cuales tienen unidas unas proteínas llamadas cadenas invariantes, las cuales 

evitan que estos heterodímeros capturen péptidos en el lumen del sistema retículo 

endoplásmico rugoso, y dirigen a las moléculas MHC clase II desde la red trans-

Golgy al endosoma (donde se encuentra con el antígeno extracelular). En el 

fagosoma tardío, el antígeno extracelular puede someterse a una proteólisis 

limitada, y algunos de fragmentos unirse al heterodímero clase II, ya libre de la 

cadena invariante, dirigirse en una vesícula a la membrana plasmática y 

ensamblarse en ésta, o ser degradado completamente en un lisosoma. En el primer 

caso, al entrar en contacto el heterodímero elase II con el epitopo, el heterodímero 



inmediatamente lo captura y lo fija en el canal que forman sus dominios ai y 3i. 

Mediante este mecanismo se reconocen epitopos de proteínas de partículas virales, 

bacterias, protozoarios o cualquier otro material proteico que haya sido endocitado 

y digerido por células fagociticas especializadas. Como antes comentamos, estos 

complejos son reconocidos por los linfocitos T CD4*. Para que estos linfocitos se 

activen se requieren dos tipos de señales: La señal uno es el complejo formado por 

el antígeno de histocompatibilidad clase H que tiene unido en al antígeno 

extracelular (arriba descrito), el cual activa un receptor constituido por una serie de 

proteínas invariantes llamado complejo CD3. Se piensa que este complejo activa 

una serie de tirosina-quinasas, entre ellas la proteína Fyn (que forma parte del 

complejo CD3, y otras proteínas, entre ellas una fosfolipasa C-y, que a su vez 

activa la ruta de señalización del inositol específico en la superficie del linfocito T 

CD4+. La segunda señal puede ser una señal secretada, por ejemplo interleucina-1 

(IL-l) o la proteína B7, unida a la superficie de la célula presentadora de antígeno. 

B7 es reconocida por el co-receptor presente en el linfocito helper llamado CD28. 

Si está presente la señal 1, pero no la 2, la célula helper puede quedar inactivada. 

En cambio, si el linfocito T CD4+ recibe ambas señales, entonces éste se activa, se 

inicia una proliferación clonal y se secretan una variedad de interleucinas. Una vez 

que el linfocito T CD4+ ha sido estimulado por el antígeno, otra serie de proteínas 

son reclutadas para incrementar la fuerza de unión entre la célula helper o los 

linfocitos T CD8* y la célula blanco. (Janeway y Travers, 1997). Por otro lado, los 

macrófagos son activados por efecto de las interleucinas de los linfocitos T CD4* 

activados. Entre las linfocinas que activan los macrófagos se encuentran las 



interleucinas 4 y 10, el interferón t (INF-y) y el factor de necrosis tumoral a 

(TNF-a). Los macrófagos activados son capaces de reconocer y destruir otras 

células que presenten en su superficie los mismos epitopos que desencadenaron la 

respuesta inmune celular y excretar citocinas, como IL-1, además de 

intermediarios de oxigeno (p.e. H2O2) y nitrógeno reactivos [(p.e. óxido nítrico 

(NO)]. 

1.5 Aspectos inmunológicos relacionados con la relación huésped/parásito en 

la amibiasis. 

Es aceptado umversalmente que las mejores armas de que se dispone 

actualmente para el control de la amibiasis, y en general de casi todas las 

enfermedades infecciosas y parasitarias son campañas de educación a la población, 

diagnóstico oportuno y confiable, medicamentos efectivos y sobre todos los 

métodos eficaces de prevención: La vacunación es uno de los métodos de control 

más poderosos (Bloom, 1989). 

Uno de los temas más intensamente estudiados en el campo de la amibiasis 

es la identificación y caracterización de los factores involucrados en la patogenia y 

la respuesta inmune del huésped. Esto con el propósito de conocer mejor la 

biología del agente causal de esta enfermedad, lo cual es un requisito para 

desarrollar nuevos medicamentos y una vacuna contra la amibiasis (Said-

Femández,l997; Carrero, 1996). 

Existen reportes que indican que la inmunidad celular juega un importante 

papel en la inmunidad protectora contra el AHA (Petri, 2000, Sepúlveda, 

Martínez-Palomo, 1982). De León (1970) realizó un estudio epidemiológico que 



sugiere que existe una protección contra la formación de AHA durante por Ío 

menos 5 años en pacientes convalecientes de una primera infección. Este 

antecedente arriba expuesto adquiere una especial importancia cuando se pretende 

desarrollar una vacuna contra la amibiasis, o cualquier otra enfermedad infecciosa 

o parasitaria, dado que constituye un pre-requisito el hecho de que la inmunidad 

natural per se brinde a los pacientes una protección de largo plazo, como es el caso 

de la amibiasis y como ha sido satisfactoriamente probado con otras enfermedades 

susceptibles de ser prevenidas por vacunación; por ejemplo la varicela y el 

sarampión (Stanley Jr, 1997). 

Existen indicios de que en la respuesta protectora inducida por AHA 

participan tanto la inmunidad humoral como la inmunidad celular. Por un lado, los 

pacientes convalecientes de AHA producen anticuerpos circulantes contra E, 

histolytica una semana después de iniciada la infección (Kxupp, 1970). Sin 

embargo, el AHA se puede producir a pesar de la respuesta humoral (Correa-

Lemus, 1987, Petri, 1996, Krupp, 1970). Entonces, según algunos autores, la 

respuesta humoral no es suficiente para brindar protección completa a estos 

pacientes, pero sí juegan un papel importante en la respuesta inmunológica 

protectora global; por lo menos, en modelos animales; ya que el suero de pacientes 

convalecientes de AHA inhibe el desarrollo de AHA cuando se trata de inducir la 

formación de abscesos experimentalmente en ratones inmunodeficientes (estos 

ratones se denominan SCÍD por su nombre en inglés severe combined 

immunodeficiency), estos ratones carecen de linfocitos T o B funcionales, es por 

ello que se deduce que la actividad protectora en ese modelo animal depende de 

los anticuerpos antiamibianos que contienen los sueros de estos pacientes (Seydel, 



1996). En especial, los anticuerpos IgA secretores parecen jugar un papel 

importante en la protección contra infecciones intestinales subsecuentes por E. 

histolytica (Stanley, Jr, 1997; Carrero , 1994). 

Por el otro lado, cuando hablamos de inmunidad celular. La participación 

directa de este tipo de inmunidad esta bien demostrada en la protección del 

desarrollo de AHA, por lo menos en animales. Se ha demostrado en modelos 

animales que la depresión de la inmunidad celular resulta en una susceptibilidad 

incrementada al desarrollo de AHA 

(Stem, 1984; Ghadirian; Meerovitch, 1981, Wijesundera, 1980). Los hámsteres 

cuando son ti mee to raizados y tratados con anticuerpos anti-linfocitos desarrollan 

AHA de mayor tamaño que los controles (Ghadiran y Meerovitch, 1981). En estos 

mismos animales cuando se les eliminan sus macrófagos utilizando sílica gel se 

producen abscesos mayores y metástasis a diferentes órganos mientras que cuando 

se activan estas mismas células con BCG éstas lesiones son de menor tamaño 

(Ghadiran y Meerovitch 1982). Lo mismo ocurre cuando se inocula a hámsteres 

con anticuerpos anti-macrófegos (Ghadiran y Meerovitch, 1983). Por el contrario 

se ha reportado que la vacunación con BCG, la infección con Trichinela sp'tralis, 

la infección previa coa E. histolytica y la vacunación cou antígenos amibianos 

inducen una inmunidad protectora, la cual es independiente de la producción de 

anticuerpos (Ghadirian , 1983; Ghadirian y Mccrovitch, 1980; Ghadirian, 1980). 

Las células de bazo de animales vacunados o protegidos contra AHA, transfieren 

inmunidad protectora a los hámsteres receptores (Ghadiran y Meerovitch, 1983). 

Se ha demostrado inmunidad celular deprimida durante la fase aguda del AHA en 

modelos animales (Capin, 1980: Gold, 1978) Por otro lado en los seres humanos 



y durante la fase aguda del AHA, la inmunidad celular también está deprimida en 

(Ortiz Ortiz, 1975; Salata, 1982). Otros indicios de respuesta celular en humanos 

son: Los individuos convalecientes de AHA y amibiasis intestinal desarrollan 

respuestas proliferativas de células T cuando se exponen a antígenos amibianos in 

vitro (Salata, 1987). Además, los macrófagos activados de individuos sanos o 

convalecientes de AHA pueden matar trofozoítos in vitro (Salata, 1986). Se ha 

demostrado que los macrófagos y los linfocitos T CD4+ son responsables de la 

respuesta protectora contra la formación de AHA en modelos animales (Haq, 

1984; Denis y Chadee, 1989; Wang, 1992, Sher, 1980). Por otro lado, los 

linfocitos T CD8f tienen capacidad citotóxica in vitro contra trofozoítos cuando 

éstos son estimulados con antígenos amibianos o lectinas. (Salata, 1987). Se han 

identificado antígenos de E. histolytica que estimulan la producción de TNF-a, 

aumentando la producción de NO en un modelo in vitro de macrófagos mininos 

(Seguin, 1995). Finalmente es ampliamente aceptado que el NO es la principal 

molécula efectora producida por los macrófagos para matar a las amibas (Seguin, 

1995; 1997; Lin, 1995). 

1.6 Importancia del Oxido Nítrico en la respuesta celular anti-E. histolytica 

En este trabajo es de especial interés el NO, cuya síntesis es debida a la 

actividad de la sintetasa del óxido nítrico inducible (iNOS) (Lanzavecchia, 1993). 

El interferón gamma (INF-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son las 

principales ünfocinas responsables de la activación de los macrófagos para la 

producción de NO (Denis y Chadee,1989), el cual es muy tóxico para los 

trofozoítos de E. histolytica (Lin., 1995; Seguin, 1997). El NO es la principal 



molécula efectora producida por los macrófagos y es citostàtico o citotóxico contra 

los agentes responsables de enfermedades infecciosas o parasitarias como SIDA, 

Lesmaniasis, Malaria, Esquistosomiasis, Toxoplasmósis y Tripanosomiasis 

(Bukrinsky,1995; Vouldokis,1995). Además, se ha postulado que el NO, 

producido por macrófagos de hámster, es el principal responsable de la muerte de 

trofozoítos virulentos de E. histolytica (Seguin,1997; Un , 1994). En otro trabajo 

se propone que el NO es la principal molécula efectora que sintetizan los 

macrófagos de hámster para matar a las amibas en cultivos de macrófagos ni uri nos 

in vitro ( Lin, 1995). Se ha demostrado también que los macrófagos activados por 

las linfocinas INF-y y TNF-a son capaces de producir NO in vitro (Denis 1989; 

Lin 1992 ; Lin 1994). 

Cuando un antígeno es fagocitado por las células presentadoras de antígeno 

profesionales, procesado en su interior y presentado en su superficie. Es posible 

aislarlo a parir de estas células activadas. Este mecanismo de procesamiento y 

presentación de los antigenos, ha sido utilizado recientemente para seleccionar 

antigenos capaces de inducir una respuesta inmune protectora (celular y/o 

humoral), para desarrollar vacunas contra malaria, influenza y salmonelosis 

(Laivani, 1994, Momburg, 1992, Ortiz, 1989). 

En el caso particular de la amibiasis, es bien conocido que durante la fase 

aguda de esta enfermedad los linfocitos T responden a la presencia del antígeno 

de E histolytica con incrementando su número (Ganguly, 1981). 

Los linfocitos de sangre periférica de pacientes convalecientes de AHA 

tienen la capacidad de proliferar y sintetizar DNA en presencia de antigenos de E. 



histoiytica (Sabanat, 1973; Segovia, 1980). Los Hnfocitos cuando se incuban con 

proteínas solubles aisladas de trofozoitos de E histoiytica inducen la activación de 

macrófagos y éstos son capaces de matar a trofozoitos de una cepa patógena de E. 

histoiytica (Salata, 1986). La población de linfocitus responsable del 

reconocimiento de antígenos que inducen una respuesta celular protectora, son los 

linfocitos CD4+ TH1 (Rabinobitch, 1994). 

1.7 Antígenos amibianos inductores de la respuesta inmune celular. 

Se han aislado varios antigenos de E. histoiytica capaces de inducir una 

respuesta inmune protectora contra la formación de AHA en animales de 

laboratorio infectados cxperimentalmente con trofozoitos. Existen por lo menos 

tres antígenos capaces de inducir esta respuesta. El primero que mencionaremos es 

la proteína rica en serina (SREHP, por sus siglas en Inglés: Serine Rich Entamueba 

histoiytica Protein. La cual se descubrió como un factor de virulencia. Este 

antigeno es un péptido de aproximadamente 25 kDa. Se denomina proteína rica en 

serina porque contiene una gran cantidad de residuos de éste aminoácido [(52 de 

los 233 residuos de aminoácidos que contiene) (Stanley Jr., 1990)J. SREHP es una 

proteína de superficie que tiene 2 regiones hidrofóbicas, cada una situada en los 

extremos carboxilo y amino terminales, y una cadena de aminoácidos que contiene 

una serie de repeticiones en tándem de un dodecapéptidu u octapéptido hidrofílico 

(Stanley Jr. 1990). Es altamente inmunogénica. Se sabe que en el 80% de los 

pacientes convalecientes de AHA tienen anticuerpos dirigidos contra este 

antígeno. (Stanley Jr. 1991). Cuando ratones SC1D se inmunizaron con 

anticuerpos monoclonales de conejo dirigidos a este antígeno conjugado en forma 

recombinante (SEP-TrpE) estos ratones no desarrollaron AHA cuando fueron 



retados con un inoculo intra-hepático de trofozoítos virulentos de E. Histolytica. 

(Zhang, 1994). Del mismo modo cuando se vacunaron gerbos con la proteina 

recombinante SREHP-MBP por via peritoneal o intradèrmica se obtuvo una 

protección del 64 al 100% cuando se trató de inducir la formación de AHA 

inoculando por via intrahepática trofozoítos de amibas virulentas. (Zhang, 1994). 

Otro de los antigenos amibianos mas estudiados es una lectina que tiene afinidad 

por Galactosa y que se denomina lectina Gal/GalNAc esta proteina es más grande 

pesa 260 kDa y tiene dos fracciones, una pesada de 170 kDa y una ligera de 31-35 

kDa (Petri, 1989). A su vez la cadena pesada tiene varios componentes; una región 

pobre en cisterna, una región de seudo repeticiones y una región rica en cisterna. 

(Zhang, 1992). Este antigeno es muy inmunogénico, cabe mencionar que el 90% 

de los pacientes convalecientes de AHA tienen anticuerpos dirigidos contra este 

antígeno y parece ser que la gran mayoría de estos van dirigidos a la subunidad de 

170 kDa (Ravdin, 1990). Zhang y col. (1992) encontraron que todos los pacientes 

convalecientes de AHA tenían anticuerpos contra la región rica en cisterna, 

mientras un 89% contra la región pobre en cisteína; y que solo un 9% tenia 

anticuerpos contra la región de seudo repeticiones. En los gerbos vacunadas con la 

lectina se encontró un 67% de protección cuando los animales vacunados se 

inocularon con amibas virulentas, vía intrahepática (Petri, 1990); mientras que 

cuando se vacuna con un péptido recombinante conteniendo únicamente la 

fracción rica en cisteína de la unidad de 170 kDa se obtuvo una protección de un 

81% (Zhang T., 1994 T). Un péptido membranal de 29 kDa se ha aislado de 

algunas clonas de E. histolytica (Reed, 1992, Flores , 1993). Esta proteína es muy 

inmunogénica y se ha reportado que el 80% de las pacientes convalecientes de 



Al LA tienen anticuerpos contra ésta, ya sea de origen natural o recombinante 

(Flores, 1993). De los gerbos vacunados con una proteína de fusión conteniendo 

este péptido solo el 30% desarrollaron AHA, mientras que el 59% de los controles, 

que solo recibieron adyuvante, desarrollaron abscesos (Soong, 1995). 

1,8.- Importancia de la inmunidad celular en la protección contra el 

desarrollo de AHA en animales inoculados experimentalmente 

Existen antecedentes de la importancia de la inmunidad celular como una 

herramienta útil en la protección contra la formación de absceso hepático en 

animales de laboratorio. Las células mononucleares periféricas, células 

peritoneales y linfocitos de bazo de hámsteres vacunados o protegidos contra 

AHA son capaces de matar trofozoítos de E. histoiyticu ¡n vitro (Ghadirian, 1982). 

Los linfocitos de células peritoneales o los linfocitos de bazo de hámsteres 

vacunados o protegidos contra la formación de AHA confieren inmunidad 

protectora cuando son trasferidos a hámsteres no protegidos (Ghadirian, 1983). La 

inducción de la activación de macrófagos con BCG induce protección parcial para 

la formación de AHA en hámsteres (Ghadirian. 1982). 

En lo que se refiere a inducción de proliferación de linfocitos, se han 

realizado ensayos con extractos crudos de proteínas solubles amibianas, 

induciendo proliferación de linfocitos humanos de sangre venosa periférica de 

voluntarios sanos y pacientes convalecientes de AHA (Kettis, 1982; Salata, 1986; 

Savanat, 1973; Ganguly, 1981). Existe un trabajo también donde se induce 

proliferación de linfocitos humanos utilizando fracciones lisosomales de un 

antigeno amibiano (Segovia, 1980). 



Hasta la fecha los estudios que se han realizado para inducir producción de 

NO utilizando antigenos amibianos se han realizado en modelos en animales 

principalmente ratones (Lin, 1994, Seguin, 1997). Los antígenos utilizados para 

inducir producción de NO en estos modelos han sido principalmente las proteínas 

solubles amibianas y la lectina que se une a galactosa. (Seguin, 1995; 1997). Se 

reconoce que los principales factores asociados a esta respuesta son las citocinas, 

TNF-a e INF-y (Wang, 1992; Denis y Chadee,1989). Se ha determinado que la 

producción de NO capacita a los macrófagos activados para matar a las amibas 

cuando se cultivan juntos (Denis y Chadee,1989; Seguin, 1997), y que esta 

actividad es dependiente de la adecuada estimulación de la enzima iNOS sintasa 

(Lin, 1992; Seydel, 2000). 

1.9. FJ problema 

Como se ha mencionado la vacunación es la forma más efectiva y 

económica para controlar las enfermedades infecciosas y parasitarias. Se han 

hecho avances notables en el desarrollo de la vacuna contra la amibiasis, pero aún 

no se encuentra la adecuada. Cuando se habla del desarrollo de vacunas en contra 

de las enfermedades producidas por prutozoarios nos encontramos con que esta 

actividad representa un alto grado de dificultad, principalmente por la capacidad 

que tienen estos microorganismos para evadir la respuesta inmune del hospedero. 

La mayor parte de los grupos que han trabajado y que actualmente trabajan en el 

desarrollo de una vacuna contra amibiasis, se han limitado a aislar antígenos 

localizados en la superficie celular, sin darle importancia al resto de los antígenos 

celulares. Además, se ha probado la capacidad inmunogcnica de tales antígenos 



por separado. Es decir, utilizando un solo antígeno a la vez, generalmente 

acompañado de algún adyuvante. Además, en la mayor parte de los estudios de 

inducción de la respuesta inmune se han utilizado células animales o animales de 

laboratorio. Esto conlleva los siguientes riesgos: primero; al utilizar antígenos 

superficiales se deja de lado la posibilidad de que alguno de los antígenos 

intracelulares sea un importante inmunógeno. Segundo; al utilizar un solo antígeno 

de superficie existe la posibilidad de que el protozoario cambie el determinante o 

determinantes antigénicos contra los que está dirigida la vacuna, dejándola sin 

efecto o disminuyendo su eficacia. Tercero, es posible que exista diversidad 

antigénica en poblaciones de E. histolytica distribuidas alrededor del mundo. En 

tal caso, una vacuna desarrollada en una región determinada de nuestro planeta 

tendría eficacia sólo en ciertas partes del globo, como ocurre con las vacunas 

contra la malaria (Richie, 2002). Cuarto, existe la posibilidad de que por la 

diversidad de complejos HLA este antígeno sea reconocido solo por un 

determinado grupo de población que posea ese HLA y no por otras personas que 

no posean este haplotipo HLA. Quinto, el utilizar animales de laboratorio para 

ensayar inmunidad protectora contra amibiasis podría producir resultados que no 

necesariamente son extrapolables a los seres humanos. Es decir, es posible que los 

antígenos reconocidos por estos animales no sean los mismos que los reconocidos 

por las células irununológicas humanas. 

1.10 Originalidad 

Nosotros nos propusimos analizar la capacidad de antígenos amibianos de inducir 

la producción de NO, el cual se conoce es la principal molécula producida por 

macrófagos y es capaz de matar a los trofozoítos de E. histolytica. La finalidad de 



este estudio es aislar varios antígenos capaces de inducir esta respuesta en 

macrófagos humanos para en posteriores estudios utilizar todos estos antígenos 

(juntos o en combinación) en un vehículo molecular y determinar la capacidad 

inmunogénica de estos antígenos para considerarlos como candidatos a una vacuna 

contra amibiasis. Pensamos que la estrategia que utilizamos en el presente 

proyecto podría eliminar a al menos disminuir algunos de los riesgos señalados en 

el apartado inmediato anterior 

1.11 Hipótesis 

E. histolytica posee antígenos que son capaces de inducir la producción in vitro de 

NO por macrófagos humanos. 

1.12 Objetivo general 

El objetivo de nuestro trabajo es aislar algunos de los antígenos de E. histolytica 

que son reconocidos linfocitos T CD4+ y macrófagos humanos e inducen la 

producción de NO. 

1.13. Objetivos específicos 

1.- Determinar la capacidad mitogénica del antígeno total amíbiano (ATA) sobre 

cultivos de células mononucleares periféricas. 

2.- Analizar la capacidad del ATA para inducir la producción in vitro de NO en 

cultivos de macrófagos humanos. 

3.- Determinar las condiciones óptimas de producción de NO en cultivos de 

macrófagos humanos activados con ATA. 

4.- Investigar si la activación de los macrófagos inducida por ATA puede ser co-

estimulada agregando LPS y/o ÍNF-y a cultivos de macrófagos humanos. 



5.- Investigar si la activación de los macrófagos con producción de NO es 

dependiente de la presentación del antígeno. 

6.- Determinar la capacidad de las fracciones de antigenos amibianos digeridas con 

tripsina y fraccionados mediante cromatografía líquida de alta resolución (IIPLC) 

para inducir producción de NO en cultivos de macrófagos humanos. 

7.- Aislar las fracciones separadas por HPLC y que son capaces de inducir 

producción de ON en cultivos de macrófagos humanos. 

8.- Determinar si la producción de ON inducida por fracciones de antigeno 

separadas por HPLC en cultivos de macrófagos humanos es dependiente de la 

concentración de proteína existente en cada una de ellas. 

9.- Investigar si los macrólagos activados por las fracciones mencionadas son 

capaces de reconocer y matar trofbzoítos de amibas virulentas recién recuperadas 

de AHA producidos en hámsteres. 

10.- Descartar la capacidad activadora de macrófagos por cualquiera de los 

componentes de los medios, enzimas o solventes utilizado» a lo largo de nuestros 

ensayos. 



MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL 

2.1 Origen de los reactivos: 

Los reactivos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron de grado 

analítico o grado HPLC, según si se hubieron utilizado para el desarrollo de 

ensayos o separación de antígenos utilizando cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). 

Se adquirió de Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) Dextrosa, L-cisteina, 

ácido ascòrbico, tris-HCl, tripsina, lipopolisacáridos de Escherichia coii serotipo 

0127:B8, albúmina bovina, glutaraldehído, glicina, Carbonato de sodio, hidróxido 

de Sodio, reactivo de Folin, naftil-etilendiamina, sulfanilamida, nitrito de sodio, 

HEPES , Trizma base, Tris HCI, carbonato de sodio, su fato de cobre, tartrato de 

sodio y potasio, y medio RPMI-1640 para cultivo in vitro de células de mamífero, 

Ficoll-Hypaque, Azul Tripano, Suero bovino fetal Rioxon, Becton Dickinson de 

México, S. A. de C. V. (Cuautitlán Itzcalli, Estado de México), Peptona de 

caseína, jeringas y agujas desechables. 

De Spectrum Quality Products Inc. (Gardena, CA, New Brunswick, NJ, USA): 

Fosfato de potasio monobásico, fosfato de potasio dibàsico. 

De Merk México S.A.- de C.V.: Cloroformo y etanoI. 

De Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V., Monterrey, NL: Hidróxido de 

sodio. 

De Waters Corporation, 34 Maple Street, Milford, Massachussets, USA. , 

columna v guardacolumnas para cromatograma. 



De Infra S.A. de C.V. Edo. de México. Nitrógeno, grado NF UN 1066. 

2.2 Material biológico: 

2.2.1 Amibas: 

Se utilizaron amibas de la cepa HM-1 IMSS (Diamond, 1968) mantenidas en 

condiciones axénicas (Said Fernández y Cois., 1988) en nuestro laboratorio por 23 

años. Estas amibas tenían tres pases por hígado de hámster, habiendo producido en 

cada pase AHA grado V (Cruz-Vega y Cois., 1997), y habiendo sido recuperadas a 

parir de las lesiones (Gupta, 1998), con la finalidad de que éstas estuvieran 

expresando su mayor virulencia en el momento de realizar los análisis descritos en 

este trabajo. 

2.2.2 Células monoaucleares de sangre periférica: 

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron de un 

voluntario sano, adulto, del sexo masculino, sin antecedentes de AHA, pero sí de 

colitis amibiana, tratada médicamente con buena respuesta y al momento del 

estudio se encontraba asintomático. Su biometría hemática mostraba hemoglobina 

de 16.0 g/dl, con 5,450 leucocitos por di diferencial de 56% de neutro filos, 36% 

linfocitos, 6% monocitos 1% cosinófilos y 1% de basófilos. El suero de este 

paciente se probó por el método de ELISA para buscar anticuerpos contra 

Hepatitis B y C, SIDA, Brucelosis y Sífilis se reportaron negativos. El 

mencionado paciente recibió la vacuna BCG y su prueba de tiiberculina resultó 

positiva. No tenía antecedentes de ninguna patología crónica o datos de cáncer. No 

padecía ninguna enfermedad que comprometiera su sistema inmune. Los análisis 

clínicos de este paciente fueron realizados en el Centro Regional para el Estudio, 



Investigación y Tratamiento de los pacientes con leucemia, Hospital Universitario, 

Monterrey, Nuevo León, México. 

23 Preparación de los Medios de Cultivo 

2*3.1. Extracto de Hígado y Páncreas (EHP) 

Preparación y almacenamiento. Para cada lote de EHP se utilizaron 350 g de 

páncreas bovino, 350 g de páncreas de cerdo y l kg de hígado de bovino. El 

hígado y páncreas, se limpiaron de tejido conectivo, se lavaron con NaCl al 0.85% 

y se cortaron en trozos pequeños (cubos de aproximadamente de 2 cm de lado); los 

cuales se molieron con un molino eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L. México). El 

producto se licuó y se mezcló con 1.354 Vols. de PBS, pH 8.0 precalentado a 

56°C. Para ajusfar el pH se agregaron 10 mi de NaOH 10 tfpor cada 2,800 mi del 

licuado y se incubaron 4 h a 37°C. La mezcla se colocó en un vaso de precipitado 

de 4 L de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware División, N.Y., USA) y 

se calentó en autoclave a 121°C por 15 min. Inmediatamente después se retiró el 

sobrenadante con un' colador y se ñltró a través de ocho capas de gasa 

superpuestas. El producto se mezcló con Fierra de diatomeas (250 mi de tierra 

blanca, Hiflo Estándar/litro de extracto) y se ñltró, pasándolo a través de un 

colchón de 400 mi de tierra de diatomeas Estándar Super Cell (Almería, Jhons 

Marville Corp. Jalisco, México) sobre un matraz Kitasato de 4 L. 

El colchón de tierra de diatomeas se preparó suspendiendo 200 mi de tierra en 

agua desionizada, aforando a 1 L. La mezcla se hizo pasar a través de un filtro 

Whatman # 1 (Whatman, Laboratory División; Springfield Mili, Maidstone Kent, 

Inglaterra), colocado sobre un embudo Buchner, dejando la tierra compacta pero 



evitando que se formaran grietas. El producto final se almacenó a -20 °C hasta el 

momento de usarlo (Said-Femández y cois., 1988). 

23.2 Preparación del PEHPS (Said-Fernández y coL, 1988). 

Composición del Medio: 
EHP 250 mi 
Peptona de caseína. 10 g 
Glucosa 6 g 
L-c¡steína 1 g 
Ácido ascòrbico 0.2 g 
KII2PO4 0.6 g 
K2HPO4 I g. 
Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Preparación del medio basal EHP: Inmediatamente antes de usarse el EHP se 

descongeló en baño de agua a 37°C y se filtró haciéndolo pasar a través de un 

filtro Whatman # l, con ayuda de vacío. El filtrado se mezcló con el resto de los 

componentes sólidos. Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se aforó a 1000 mi 

con agua desionizada. El medio se distribuyó en alícuotas de 10 mi, en tubos para 

cultivo de 16 x 125 mm; con tapón de rosca (Pyrex, Beaker Grifiin, Corning glass 

works, Corning, NY, USA), o de 450 mi, en frascos para cultivo en suspensión de 

500 mi "Spinners", (Bélico Glass Inc. Vineland, NJ, USA). Los tubos se 

esterilizaron en autoclave, a 121 "C por 15 min. Los tapones de los tubos se 

dejaron flojos para esterilizarlos y se apretaron inmediatamente después. El medio 

se almacenó a temperatura ambiente hasta el momento de su uso. 

Preparación de suero bovino. El suero bovino se preparó en nuestro laboratorio, 

separándolo por decantación de la sangre de bovinos recién sacrificados en un 

rastro local. Inmediatamente después el suero se centrifugó a 450 x g, por 15 min, 

a 4°C, en frascos de 1 L de capacidad de policarbonato (Nalgene I^abware 



División, N.Y., USA), para eliminar los eritrocitos que aún quedaban en 

suspensión. Inmediatamente después el producto se distribuyó en alícuotas de 500 

mi en frascos de vidrio y se almacenó a -20 °C. Antes de usarlo, el suero se 

descomplementó por calentamiento a 56 °C por 30 min y se distribuyó en 

volúmenes de 40 ó 100 mi en botellas estériles de borosilicato (Pyrex, Beaker 

Griffin, Corning glass works, Corning, NY,USA) con tapón de rosca. Después, se 

inoculó 1 mi de suero de cada botella en un tubo conteniendo 10 mi de medio 

PEHP y se incubó por 3 días para comprobar su esterilidad. Luego se almacenó a -

20 °C hasta el momento de usarlo. 

A cada tubo con 10 mi de medio se le añadió 1 mi de suero 

descomplementado, en condiciones asépticas. Cuando fue necesario obtener 

volúmenes mayores de trofozoítos se utilizaron frascos con dos bocas, tapones de 

rosca y agitación magnética, llamados "Spinners", con 500 de capacidad (Bélico 

Glass Inc. Vineland, NJ, USA ) (conteniendo cada uno 450 mi de medio PEHPS y 

45 mi de suero) (Said-Fernández S, 1988, Said Fernández y Mata Cárdenas, 1992). 

2 J J Preparación del medio RPMI 

Para preparar el medio RPMI, se mezclaron 500 mi de medio RPMI y 50 mi 

de suero bovino fetal, en condiciones asépticas, en a un frasco estéril de 1 L de 

capacidad con tapón de rosca. El medio se distribuyó en alícuotas de 100 mi en 

frascos estériles de borosilicato (Pyrex, Beaker Grifiin, Corning glass works, 

Corning, NY, USA) con tapón de rosca de 120 mi de capacidad. El medio así 

preparado se almacenó en refrigeración (2-8°C) hasta su uso. 



2.4 Composición y Preparación de las Soluciones 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada, con una 

resistividad de 4 megaohms (MQ), EL agua se desionizó con un desionizador 

Barstead (Baratead Co. Sybron Div., Boston, MA. USA). 

2.4.1 Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 

Composición: 

Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Los componentes se disolvieron, se ajustó el pH a 7.4 con NaOH 10 N y la 

solución se aforó a 1 L, se distribuyó en alícuotas de 10 mi, se esterilizó en 

autoclave y se almacenó en refrigeración (2-8°C) hasta su uso. 

2.4.2 Solución de Tris HC1, pH 8.0 

Para preparar solución Tris HC1 0.08 M (pH 8.0), se pesaron l,264g de Tris 

HCl y se disolvieron en agua desionizada. Se ajustó la solución a pH a 8.0 con 

NaOH 10 N, se aforó a 100 mi con agua desionizada. La solución se distribuyó en 

fiascos de borosilicato de 120 mi de capacidad con tapón de rosca (Pyrex, Beaker 

GrifTin, Coming glass works, Corning, NY, USA) y se esterilizó en autoclave ( a 

121 °C por 15 min), y se almacenó en refrigeración (2-8°C) hasta su uso. 

2.4.3. LPS 

Para preparar la solución de LPS se pesaron 10 mg de lipopolisacaridos de 

Escherichia coii serotipo 0127:B8 Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) y se 

disolvieron en 10 mi de agua desionizada. La solución se almacenó en tubos 

NaCl 
k 2 hpo 4 
KU2P04. 

6.5 g 
2.8 g 
0.4 g 



cónicos de polipropileno de 15 mi de capacidad, estériles (Coming Inc, Corning 

NY., USA) y se guardó en refrigeración hasta su uso. 

2.4.4 Solución de albúmina 

Esta solución se utilizó como testigo para los ensayos y para la 

cuantificación de proteínas por el método de Lowry y cois (1951). Se preparó 

como sigue: Se pesaron 10 mg de albúmina bovina, fracción V, y se disolvieron en 

10 mi de agua desionizada. La solución se almacenó en tubos cónicos de 

polipropileno estériles con tapón de rosca, de 15 mi de capacidad (Corning Inc, 

Coming NY., USA) y se guardó en refrigeración hasta su uso. 

2.4.5 Solución de glutaraldebído 

Se diluyeron 100 pl de giutaraldehído grado II al 25% en solución acuosa 

Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) con 50 ral de agua desionizada estéril. 

La solución de glutaraldehido con la concentración tinal de 0.05% se almacenó en 

frascos color ámbar de borosilicato yde 120 mi de capacidad y con tapón de rosca 

(Pyrex, Beaker Griffin, Coming glass works, Coming, NY, USA) y se guardó en 

refrigeración hasta su uso. 

2.4.6 Solución de fitohemaglutinina: 

En un tubo estéril con tapón de rosca se mezcló 1 volumen de la 

presentación comercial de fitohemaglutinina (100 mg/ml) con 9 volúmenes de 

medio RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovino para obtener una solución 

de trabajo de 10 mg/ml, y se almacenó a - 20 °C hasta su uso. 



2.4.7.- Solución de (3H-Timidiua] ([3H]-TdR) 

Se mezclaron en un crio-vial (Nalgene Ubware División, N.Y., USA) 900 de 

medio RPMI adicionado con 10% de suero letal bovino fetal con 100 ni de la 

preparación comercial de [3H]-TdR (Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) (5 

fiCi/ml), y se almacenó a - 20°C hasta su uso, 

2.4.8.- Soluciones para euantificar nitritos. 

Reactivo A. Se disolvieron 100 mg de naftildietano lamino en 100 mi de agua 

bidestilada, y la solución se almacenó la solución en un frasco de boro silicato 

ámbar, con tapón de rosca a 0-4 

Reactivo B. Se disolvió lg de sulfaiülamida en 100 mi de H3 PO4 al 5 %. La 

solución se almacenó en frasco ámbar, de borosilicato con tapón de rosca a 0-4 °C. 

Solución de referencia (1 X): Se disolvieron 69 mg de nitrito de sodio en 100 mi 

de agua bidestilada. De esta manera se obtuvo una solución 1 mM. 

2.4.9. Azul de Tripano al 0.1% 

Se pesaron 10 mg de colorante Azul de Tripano y se diluyeron en 10 mi de agua 

bidestilada inmediatamente antes de usarse. La solución se almacenó a 

temperatura del laboratorio hasta su uso. 

2.4.10 Soluciones para cuantifícación de proteínas por el método de Lowry et 

al., (1951) 

Solución A: Se disolvieron 2 g de Na2C03 enlOOml de NaOH OAN. 

Solución BI: Se disolvieron 2 g de tartrato de sodio y potasio en 1 OOml de agua 

Solución B2: Se disolvió lg de sulfato de cobre en 100 mi de agua desionizada. 

Reactivo de Folin: Se diluyeron 5 mi de solución de Folin con 5mi de HCl \N. 



Solución C: Se mezclaron 49 mi de solución A, 0.5 mi de solución B1 y 0.5 mi de 

solución B2. 

2.4.11 Soluciones para cuantificar nitritos por el método de Griess (Greeu, 

1982) 

Solución A: Se disolvió 0.1 g de Naftiletílendiamida ( N 5889) en 100 mi de agua 

bidestilada. La solución se almacenó en frascos de borosilicato de 120 mi de 

capacidad color ámbar con tapón de rosca y protegidas de la luz a una temperatura 

de refrigeración de 0-4°C. 

Solución B: Se disolvió 1 g de sulfanilamida (S 9251) en 100 mi de ácido 

ortofosfórico al 5% (v/v). La solución se almacenó en frascos de borosilicato de 

120 mi de capacidad color ámbar con tapón de rosca y protegidas de la luz a una 

temperatura de refrigeración de 0-4°C. 

La solución de trabajo o reactivo de Griess: Se prepara mezclando una parte del 

reactivo A con una parte del reactivo B. Se mezclan inmediatamente antes de 

usarse. 

Solución estándar de nitritos: Se prepara disolviendo 0.069 g de nitrito de sodio 

en 100 mi de agua bidestilada. Asi obtuvimos una concentración de ImAÍ La 

solución se almacenó en frascos de borosilicato de 120 mi de capacidad color 

ámbar con tapón de rosca y protegidas de la luz a una temperatura de refrigeración 

de 0-4°C. 



2.5 METODOS 

2.5.1 Preparación de antígeno amibiano total 

Se inocularon 2 spirmers de 500 mi de capacidad conteniendo cada uno 495 

mi de medio PEHPS (Said-Femándcz y Mata-Cárdenas, 1988) con 5 x 103 

trofozoítos / mi y se incubaron a 36 °C por 72 h. Las primeras 48 h sin agitación y 

las siguientes agitando con la ayuda de un agitador magnético a 50 rpm (Said 

Fernández y Mata Cárdenas, 1992). Para cosechar las amibas los Spinners se 

enfriaron en agua-hielo durante 10 min, el contenido de los frascos se vació en 

tubos cónicos de polietileno de 50 mi (Corning tac, Corning NY., USA) y se 

centrifugaron a 600 x g. por 15 min, a 4°C. Los sobrenadantes se aspiraron y se 

descartaron utilizando una pipeta Pastéur (Corning Inc, Corning NY., USA) 

estéril. El sedimento conteuiendo trofozoítos de amibas se resuspendió por 2 

ocasiones en 15 mi de PBS estéril y se centrifugó en las mismas ocasiones a 600 x 

g. por 15 Min, a 4°C. Luego de descartar nuevamente los sobrenadantes, los 

sedimentos con trofozoítos se transfirieron a tubos cónicos de borosilicato, 

estériles, de 50 mi de capacidad, con tapón de rosca (Bélico Glass, Inc, New 

Yersey, USA ) que contenían 4 perlas de vidrio estériles. A cada tubo de 

borosilicato se agregaron 2.5 mi de la suspensión de amibas y se agregaron 20 

volúmenes de cloroformo:metano 1 (1:1, v/v). La mezcla de disolventes se agregó a 

las amibas para preservar las proteínas (Said-Femández S. y López Revilla R. 

1979), eliminando la actividad de proteasas (Said-Femández, 1996, Taméz-

Trevino et al., 2000). Se expuso el contenido de los tubos dentro de una campana a 

un flujo continuo de nitrógeno estéril, utilizando un filtro para gases (Millipore, 



Millipore Products División, 80 Ashby Road, Bedford, MA, USA.) hasta evaporar 

completamente los solventes. Cada uno de los extractos amibianos se resuspendió 

con 1 mi Tris HC1,0.08 h¿ (pH 8), agitando con un Vortex durante 10 mió, y luego 

se sonicarón con un sonicador para dentistas por 30 min, a temperatura de 

laboratorio. Se mezcló el contenido de todos los tubos en uno solo (Corning Inc, 

Coming NY., USA) estéril, de 15 mi, con tapón de rosca y posteriormente el 

extracto crudo del antígeno o antígeno total amibiano (ATA) se dividió en 

fracciones y se virtió en condiciones estériles en tubos para congelación (Nalgene, 

I^abware División, N.Y., USA) de 1.5 mi de capacidad. Estas fracciones se 

almacenaron a -70°C en criocongelador REVCO (Ultralow, Reveo Inc, West 

Columbia, USA) hasta su uso. 

El ATA particulado se resuspendió con la ayuda me un mezclador mecánico 

(vórtex) y se usó directamente. Mientras que el ATA soluble se preparó en un tubo 

para congelación (ver antes) agregando 50 [il de NaOH 10 N a 1.5 ml de la 

suspensión de ATA particulado, arriba descrita. El vial con el antigeno se agitó 

vigorosamente y luego se calentó a luego directo durante 3 segundos por tres 

ocasiones intervalo de 10 seg entre cada evento. Finalmente se ajustó el pH a 7.4, 

agregando 50 p.1 de HCl 1N y se agitó durante un minuto y luego se almacenó en 

los mismos tubos a -70°C hasta su uso. La concentraciones de proteína en ATA 

soluble y ATA particulado se determinaron mediante el método de Lowry y cois. 

(1951). 



2.5.2 Cuantificación de proteínas: 

Se utilizó el método de Lowry y cois. (1951). 

Se preparó uua curva estándar con concentraciones variables de una 

solución de 1 mg/ral de seroalbúmina bovina, fracción V (SAB), en tubos de 

ensayo de acuerdo a lo especificado en la Tabla 1. 

Tabla 1. Curva «standar de seroalbúmina bovina 

SAB (ul) Agua desionizada 
O11I 200 jil 
5nl 195 ni 
10 Mi 190 ni 
20 ¿d 180 ni 
40 ni 160 ni 
60 til 140 ni 
80 MÍ 120 ni 

Se prepararon también tubos de ensayo conteniendo volúmenes variables 

de las preparaciones de ATA soluble o particulado. A cada uno de los tubos se le 

agregó lml de reactivo C. Inmediatamente después se mezcló el contenido de cada 

tubo en un vortex y se incubaron todos los tubos por 10 min a temperatura de 

laboratorio. Luego se agregaron 0.1 mi de reactivo de Folin recién preparado, se 

agitó nuevamente y se incubó por 30 min a temperatura de laboratorio. Se 

determinó la A750 del contenido de cada tubo con un espectrofotómetro (Zeiss, 

modelo PMQ-3. Alemania Oriental). En todos los casos las mediciones se hicieron 

por triplicado. Se gráfico la A 7 5 0 en función de la concentración de SAB 

(expresada como ng de proteina/ml). En esta curva se calculó por interpolación, 

mediante regresión lineal, la cantidad de proteínas contenidas en las preparaciones 

de ATA. 



2.5.3 Separación de células monooucleares de sangre periférica. 

Se colectó sangre venosa periférica del voluntario sano, utilizando tubos 

Vacutainer, (Becton Dikinson, Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NY, USA) 

estériles de 16 xlOO mm y 10 mi de capacidad, conteniendo heparina sódica como 

anticoagulante. Se utilizó una aguja de cal 22 g. En cada colecta se llenaron hasta 

la mitad de su capacidad 12 tubos. A cada tubo se le agregaron 6 mi de PBS 

estéril. El contenido de cada tubo se transvasó suavemente y en condiciones de 

esterilidad, a un tubo cónico de polipropileno (Corning Inc, Corning NY., USA) de 

15 mi con tapón de rosca, conteniendo 3 mi de Ficoll-Hypaque estéril, procurando 

no mezclar las fases. Las preparaciones se centrifugaron en centrifuga SORVALL 

modelo RC-3B (Sorvall Instuments, NY, USA) a 400 x g por 10 min para separar 

las células mononucleares de sangre periférica (CMP) (Fig. I). La capa de CMP se 

recuperó de cada uno de los tubos con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril. Todas 

las CMP se distribuyeron a volúmenes iguales en 2 tubos cónicos nuevos, los 

cuales se terminaron de llenar con PBS estéril y se centrifugaron a 400 x g por 10 

min. Se aspiraron los sobrenadantes con una pipeta Pasteur estéril conectada a 

vacío y las pastillas de células se resuspendieron y se mezclaron en un solo tubo 

(Corning Inc, Corning NY., USA). Estas células se lavaron con PBS estéril y se 

sedimentaron nuevamente por centrifugación, como en el paso anterior. Las 

células se resuspendieron en 2 mi de medio RPMI-1640 adicionado con 10% de 

suero bovino fetal, se contaron con un hematocitómetro y se determinó el 

porcentaje de CMP viables con Azul de Tripano, como se describe enseguida. 



PLASMA 1 
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Figura i . - Se muestran tubos cónicos de polipropileno estériles de 15 mi de capacidad y 

con tapón de rosca posterior a centrifugar durante 10 min a 400 x g. Se observa en la pane 
superior el plasma, luego una delgada capa conteniendo las células mononucleares periféricas, 
enseguida una capa traslúcida correspondiente al Ficoll-Hypaque estéril y finalmente en el fondo se 
depositan los eritrocitos y el resto del paquete celular. 

2.5.4 Determinación de la viabilidad de CMP 

Se mezclaron en un portaobjetos una gota de la suspensión de CMP y una gota de 

Azul de Tripano al 0.1%. Se incubó la preparación por 5 min a temperatura de 

laboratorio y se determinó el porcentaje de células vivas, contando al menos 100 

células 



2.5.5 Activación de linfocitos de sangre venosa periférica utilizando autógenos 

aniibianos. 

Se resus pendieron las CMP en un volumen suficiente de medio RPMI 

adicionado con 10% de suero bovino fetal (SBF) para ajustar su concentración a 1 

x 106 células/ml. De esta preparación se inocularon, en condiciones de asepsia, 100 

til en un número variable de pozos, de acuerdo con el diseño de cada experimento. 

Utilizamos en todos los casos microplacas estériles de 96 pozos (Corning tnc, 

Corning NY., USA). Los ensayos incluyeron 5 pozos para cada reactivo a probar y 

se realizaron por triplicado. Se incluyeron sistemáticamente una serie de estos 

pozos que correspondió a los testigos negativos y a los testigos positivos. Los 

testigos negativos fueron cultivos sin tratar, en los que las células solo se 

adicionaron con 100 jjl de medio RPMI con 10% de SFB. Los testigos positivos, 

recibieron 10 p.1 de fitohemaglutinina (FHA, 10 mg/ml) en 90jil de medio RPMI 

con 10% de SBF. El resto de los grupos fueron experimentales y recibieron ATA 

soluble o particulado (2.5, 5, 10 20 ó 40 mg/ml), según se explica en el pie de 

figura de cada experimento. Los cultivos de CMP se incubaron a 37°C en 

atmósfera de CO2 al 5% por 72 h. Se agregaron a cada pozo 10 pl de [3H-TdR] (1 

jxCi/ 10 p.1). Las preparaciones se incubaron por 0.5-24 h en las mismas 

condiciones, según se explica en el pie de figura de cada experimento. Los 

sobrenadantes de cada pozo se utilizados para estos ensayos porque contenían 

exclusivamente Linfocitos (tomando ventaja de que los macrófagos se adhieren a la 

pared de los pozos y los sobrenadantes contienen únicamente linfocitos) (Pennline 

KJ 1981). Las suspensiones de linfocitos se lavaron tres veces con PBS frío, 



colocando éstas en tubos cónicos Eppendorf (Brinkman Instruments Inc. One 

Cantiage Road, Westbury, NY., USA) de 1.5 mi de capacidad y centrifugando a 

400 x g por 10 min. La suspensión de linfocitos de cada tubo se vertió sobre un 

filtro de fibra de vidrio (Whatman, Whatman International Ltd, Maidstone, 

England), y éstos se colocaron sobre un colector de fracciones para filtración 1225 

(Millipore, Millipore Products División, 80 Ashby road, Bedford, MA, USA.) 

conectado a un sistema de vacio. Las preparaciones se fijaron agregando 2 mi de 

ácido tricloroacético (TCA) frio(4°C) al 5% y agregando sucesivamente 1 mi de 

soluciones de concentración seriada de etanol 60-100% y 1 mi de acetona. Los 

filtros se retiraron del colector utilizando pinzas y guantes estériles y se colocaron 

en una estufa a 60°C durante 20 min. Finalmente cada uno de los filtros se colocó 

en viales para centelleo líquido de 20 mi de capacidad 27 x 61 rain (Wheaton, 

Science Products, Milliville, NJ, USA.). Se agregaron 5 mi de líquido para 

centelleo para muestras secas (Pierce, Rockford, Illinois, USA) y se determinó la 

radiactividad en cada uno de ellos en un contador Packard, Tri-Carb, (Acanverra 

Company, modelo TR-1600, USA), ajustada para muestras sin quenching y una 

eficiencia para 3H de 98% . Finalmente se graficaron los promedios y desviación 

estándar de cada determinación. 

2.5.6 Determinación de la producción de NO en cultivos de CMP. 

Se inoculó un número variable de pozos con 100 |il de una suspensión 

fresca de CMP como se hizo con los experimentos de incorporación de (3H-TdR] y 

se dividieron en un numero variable de grupos (de acuerdo con el diseño de cada 

experimento, ver pies de las figuras 5-9, 11 y 12) de 5 pozos cada grupo. El grupo 



1 (testigo negativo) solo recibió 100 jal de medio RPMI adicionado con 10% de 

SFB. El grupo 2 se adicionó con 100 de LPS (10 mg/ml) ó 100 de SAB (40 

mg/ml), según se indica. El resto de los grupos correspondieron a las 

preparaciones experimentales, y contenían concentraciones variables de ATA 

soluble o particulado (1-40 tng de proteínas/mi), equivalente a 100 pg- 4 mg de 

proteínas totales. Las microplacas se incubaron a 37° C en atmósfera de CO2 al 5% 

por 12-72 h. Se desecharon los sobrenadantes y a cada pozo se le agregaron 200 |il 

de medio RPMI mas 10% de SBF fresco, las microplacas se re-incubaron por 72 h 

y se aspiraron se determinó la concentración de nitritos en los sobrenadantes por el 

método de Griess. Se graficaron los promedios ± error estándar (EE) de cada 

determinación. 

2.5.7 Cuantificación de nitritos. 

La cuantificación de nitritos en las muestras se realizó por el método de Griess 

(Green ,1982; Thitheradge, 1998). Se preparó una curva estándar con una serie de 

concentraciones de la solución estándar de nitritos, en pasos de 2 en 2 de 62.5 a 

3.9 fJvl (concentraciones 5-1). En una microplaca de 96 pozos se colocaron lOOfxl 

de agua bidestilada y 100 fil (por duplicado) de las soluciones de nitritos 5 a 1 por 

duplicado. En la misma placa se colocaron, por triplicado 100 fxl de los 

sobrenadantes de cultivos de CMP. A cada pozo de la curva estándar o a los que 

conteman sobrenadantes se les agregaron 100 pl del reactivo de Griess. Las 

microplacas se agitaron suavemente por 1 min. Y luego se incubaron a 

temperatura de laboratorio por 10 min. Se determinó la A j < i j en un 



espectrofotómeiro con lector de microplacas (Sigma diagnostics, EIA multi-well 

reader, St Louis Misouri, USA). Se grafican los promedios ± EE. 

2.5.8 Determinación de la capacidad co-estimuladora del antígeno amibiano: 

Se inocularon 100 jil por pozo de una suspensión de CMP en medio RPMI + 10% 

SBF (1 x 106 células/ml) en micropalacas de 96 pozos. Para los ensayos se 

formaron 22 grupos de 5 pozos cada uno. El grupo 1 se usó como testigo negativo, 

al cual se agregaron únicamente 100 [¿1 de medio RPMI mas 10% de SFB. A los 

grupos 2-6 y del 11 al 16 se les agregaron 80 jj.1 de la solución 9 mg de ATA 

soluble/ml. A los grupos 1, 7-10 y 17 al 22 no se les agregó antígeno. Además, a 

los grupos 5 y 9 se les agregaron 10^1 de LPS (10 mg/ml); a los grupos 6 y 10 se 

les agregaron 10 ¡al de LPS (10 mg/ml) mas 10 jj.1 de INF-y (10,000 unidades/ml) a 

los grupos 3 y 7 se adicionaron los mismos reactivos pero en orden invertido; a 

los grupos 13 y 19 se agregaron lO îl de LPS (10 mg/ml) mas 30 |¿1 de INF-

y; mientras a los grupos 11 y 17 se agregaron los mismos reactivos pero también 

en orden invertido; a los grupos 16 y 22 se les agregaron lO îl de LPS (10 mg/ml) 

mas 50 jil de INF-y; mientras a los grupos 14 y 20 se agregaron los mismos 

reactivos pero también en orden invertido. Luego a los grupos 4 y 8 se agregaron 

únicamente 10 jil de INF-y (10,000 unidades/ml); a los grupos 12 y 18 se 

agregaron únicamente 30 \ú de INF-y; a los grupos 15 y 21 se agregaron 

únicamente 30 |il de INF-y (ver tabla 2). Todos los pozos se ajustaron a un 

volumen de 230¡al por pozo utilizando medio RPMI + 10% SBF. Las cajas de 

cultivo se incubaron durante 12 horas a 37° C en atmósfera de CO2 al 5%. Se 

cambió el medio usado por 200 (il de medio RPMI fresco más 10% de SFB y se 



incubó por otras 72 h en las mismas condiciones. Se determinó la producción de 

nitritos por el método de Griess en los sobrenadantes de los pozos. Se graficaron 

los promedios ± EG de ensayos hechos por triplicado. 

Tabla 2.- Muestra los i agredir ates de cada grupo de pozos darantc el ensayo para 
detenaiaar la capacidad co-estimuladora del antígeoa amib ano. 

Grupo 1 

Medio RPMI 

Grupo 2 
Medio RPMI 

ATA 

Grupo 3 
Medio RPMI 

ATA 
IFN 100 ü 

LPS 

Grupo 4 
Medio RPMI 

ATA 
IFN 100 U 

Grupo 5 
Medio RPMI 

ATA 
LPS 

Grupo 6 
Medio RPMI 

ATA 
LPS 

IFN 100 U 
Grupo 7 

Medio RPMI 
IFN 100 U 

LPS 

Grupo 8 
Medio RPMI 
IFN-y 100 U 

Grupo 9 
Medio RPMI 

LPS 

Grupo 10 
Medio RPMI 

LPS 
IFN 100 U 

Grupo 11 
Medio RPMI 

ATA 
IFN-y 300 U 

LPS 

Grupo 12 
Medio RPMI 

ATA 
IFN-y 300 U 

Grupo 13 
Medio RPMI 

ATA 
LPS 

IFN-T 300 U 

Grupo 14 
Medio RPMI 

ATA 
IFN-Y 500 U 

LPS 

Gnipo 15 
Medio RPMI 

ATA 
IFN-T500U 

Grupo 16 
Medio RPMI 

ATA 
LPS 

IFN 500 U 

Grupo 17 
Medio RPMI 
IFN-r 300U 

LPS 

Grupo 18 
Medio RPMI 
lFN-y300U 

Grupo 19 
Medio RPMI 

LPS 
IFN-y 300 U 

Grupo 20 
Medio RPMI 

IFN 500 U 
LPS 

Grupo 21 
Medio RPMI 
IFN-y 500 U 

Grupo 22 
Medio RPMI 

LPS 
IFN-y 500 U 

2.5.9 Inhibición de la presentación del antígeno utilizando glutaraldehído. 

Cultivos de CMP en microplaeas, preparados como antes se describió, se 

adicionaron con 80 JJLI de ATA-soluble (a una concentración de 9 mg/ml). A 5 

pozos con cultivos de CMP se les agregaron 20 |il de glutaraldehido 0.05%, 1 y 4 

h después de agregado el ATA. Las microplacas se re-incubaron durante 12 h a 37° 

C en atmósfera de 5% de CO2, se aspiraron los sobrenadantes, se agregaron 200 ni 

de medio fresco y se re-incubaron por 72 h. Se determinó la concentración de 

nitritos como antes se describió y se calculó el promedio ± EE de los resultados de 

tres experimentos independientes por quintuplicado. 



2.5.10 Digestión del ATA con tripsina: 

Se ajustó la concentración de ATA soluble a 2 mg de proteínas/mi con 

Tris-HCl (50 mM, pH 8.0) y se mezcló con 1 volumen de carbonato de amonio 40 

mA/ y un volumen apropiado de la solución de tripsina para ajustar ésta a una 

concentración de 1:50 (p/p con respecto a la concentración de proteínas amibianas 

que deseábamos digerir). La preparación se incubó a temperatura de laboratorio 

por 24 h. El producto se ultraültró, utilizando cartuchos de ultrañltración 

(Millipore, Millipore Products División, 80 Ashby road, Bedford, MA, USA), con 

corte a 5,000 kDa y centrifugando a temperatura ambiente, a 800 x g por 30 min. 

2.5.11 Producción de NO por CMP estimuladas con ATA digerido con 

tripsina: Resuspendimos una sus pensión de CMP recién obtenidas en medio 

RPMI adicionado con 10% de suero bovino fetal, ajustando su concentración a l * 

I06 células/ml. Se inoculó esta suspensión en micorplacas de 96 pozos (100 pl por 

pozo). En cada experimento se utilizó un grupo de 5 cultivos de CMP como testigo 

negativo (no tratado), y otro de 5 cultivos positivos, adicionados con 100 pl de 

LPS (10 mg/ml). Se incluyó además un grupo conteniendo únicamente tripsina 

autodigerida, solubilizada y ultrafiltrada con cartuchos de 5,000 kDa de corte, 

como se hizo con el ATA soluble digerido con tripsina. El resto de los cultivos se 

trató con diferentes concentraciones (1-36 mg/ml) del antígeno amibiano digerido 

con tripsina (AADT) en forma soluble. Las microplacas se incubaron a 37 "C en 

atmósfera de CO2 al 5% por 12 h. Se aspiraron los sobrenadantes y se cambió el 

medio de cultivo por 200 de medio fresco RPMI adicionado con 10% de SBF y 

se re-incubó por 72 h. Se transvasaron los sobrenadantes de cada pozo a 



microplacas nuevas y se determinó en cada uno la cantidad de nitritos por el 

método de Griess. Estos experimentos se repitieron 3 veces, cada uno por 

quintuplicado. Se graticó el promedio ± EE, producido por la CMP estimuladas 

con cada una de las concentraciones de AADT arriba mencionadas. 

2.5.12 Separación de fracciones del antigeno amibiano por cromatografía de 

líquidos de alta resolución (HPLC). 

El AADT se separó mediante HPLC, con cromatógrafo (Waters 

Corporation, 34 Maple Street, Milford, Massachussets, USA) equipado con un 

controlador modelo 600, un inyector 717 plus, un detector de fotodiodos 996, un 

degasiñcador de solventes Degassit (Metachem Technogogies Inc., 3547 Voyager 

street, Torrance, CA, USA). Los registros se analizaron en un procesador Dell 

Optiplex GXl equipado con el software para cromatogramas Waters Millenium 

32. Se aplicó la técnica de fase reversa, utilizando una columna (Waters), modelo 

Symetry C18 de tamaño de poro de 5 ^m y 3.9 x 150 mm además de una guarda 

columna (Waters), modelo Sentry C18, con malla de 5 Jim, y dimensiones de 3.9 * 

20 mm. Como fase móvü se empleó un gradiente de concentración preparado a 

partir de ácido trifluoroacético grado HPLC (TFA, por sus siglas en Inglés: 

trifluoroacetic acid) al 1% en agua y acetonitrilo grado HPLC al 100%. El 

gradiente se generó colocando acetonitrilo en el reservorio A y TFA al 1% en el 

reservorio B, utilizando el siguiente programa (Tabla 3). 

Tabla 3. Programa de elución de las fracciones de A A P T 
TIEMPO FLUJO 
0- 5 min 100% A 
5-40 min incremento lineal 0-60% de B 

40-45 min 60% B 
45-50 min Disminución gradual del $0 al 0% de B 



EL volumen de cada inyección de fue variable de 10 a 100 pl. El flujo se 

mantuvo constante a 1 mi por min. Se colectaron fracciones de 1.6 mi con un 

colector de fracciones Espectra-Crom CF-1 Spectrum (Spectrum Quality Products 

Inc., New Brunswick, NJ, USA). 

2.5.13 Preparación de las fracciones de antígeno amibbmo obtenidas por 

HPLC para el bioensayo de producción de NO. 

Se colocó cada fracción del AADT separada por HPLC en viales 

Eppendorf de 1.8 mi de capacidad y éstas se secaron en un concentrador de 

fracciones [(Centrivap, Labconco ) (por 2 h)]. Las muestras se resuspendieron con 

1 mi de Tris HC1 80 mM (pH 8). Se estimó la concentración de proteína en todas 

las fracciones aisladas (expresada como equivalente a mg de proteínas/ml), 

utilizando como estándar el coeficiente de extinción molar de albúmina 220 nm. 

La densidad óptica (DO) de las fracciones se determinó con un espectro fotómetro 

Beckman, modelo DU-650Í. Las muestras se filtraron con filtros de nitrocelulosa 

para muestras acuosas de 13 mm de diámetro y 0.22 jun de tamaño de poro 

(MiLlipore Products División, 80 Ashby Road, Bedford, MA, USA.) para eliminar 

cualquier posible contaminación y la DO equivalente de proteínas se estandarizó 

en todas Las fracciones. Se ensayó la capacidad de cada una de éstas para inducir la 

producción de NO de acuerdo con los métodos antes descritos. 

2.5.14 Determinación de la capacidad de las fracciones de antígeno amibiaoo 

separadas por HPLC para inducir la producción de NO. 

Cultivos de CMP en pozos de placas de cultivo, preparados como antes se 

describió, se adicionaron con 10-50 jil de todas las fracciones obtenidas por 



HPLC, agregando de 90-50 ni de medio RPMI adicionado con SBF hasta 

completar 100 ni entre el antigeno mas el medio. En un primer experimento se 

utilizaron las fracciones obtenidas por HPLC con la concentración de pcptidos con 

la que se obtuvo cada una de ellas. Una vez identificadas las tracciones con mayor 

y menor capacidad inductora de producción NO se estandarizó la A^o de las 

fracciones con mayor eficacia estimuladora y el de una fracción irrelevante, 

escogida al azar. Para ello cada fracción se concentró a sequedad en el Ceatrivap, 

se resuspendió su contenido en agua bidestüada y se ajustó la concentración de 

péptidos en cada una de ellas a un equivalente de 8.5 mg/ml. De cada una de estas 

fracciones se agregó una cantidad de péptidos equivalente a 0.85 mg por pozo. Las 

microplacas se incubaron a 37 °C en atmósfera de CO2 al 5%, por 12 h. Luego se 

cambió el medio de cultivo por 200 |il de medio RPMI fresco adicionado con 10% 

de SFB, y los cultivos de CMP se re-incubaron durante 72 h. Se determinó la 

concentración de nitritos en los sobrenadantes de los cultivos, utilizando el método 

de Griess, y se graficaron los promedios de estas concentraciones ± EE. 

2.5.15 Inducción de la activación de los macrófagos humanas por fracciones 

del antígeno amibiano para matar trofozoítos de E. histalytica in vitro. 

Los cultivos conteniendo 100 pl de 1 xlO6 CMP se dividieron en 2 grupos 

de cinco pozos el primero y 10 pozos el segundo, en uno de los grupos al que 

denominamos de macrófagos activados se agregaron 80 fil de una mezcla a partes 

iguales de las fracciones aisladas del ATA (fracciones del HPLC 4 y 9), 

conteniendo un equivalente de 8.5 mg de péptidos/ml y 10 ni de LPS (10 mg/ml). 

Al otro grupo al que denominamos grupo de macrófagos sin activar; se agregaron 



solamente 100 mi de medio RPMI con 10% de SBF. Se incubaron por 12 h a 37°C 

en atmósfera de 5% de CO2. Se aspiraron los sobrenadantes de cada pozo y se 

sustituyeron con 200 pi de medio RPMI fresco con 10% de SFB. Se incubó 

nuevamente en las mismas condiciones por 72 h. 

Por otro lado se cosecharon 2 tubos con amibas virulentas de la cepa HMl-

IMSS, en su tercer día de crecimiento en medio PEHPS (Said-Femández y cois., 

1988). Se resuspendieron las amibas en PBS estéril. Se determinó la densidad 

celular con un hematocitómetro y se ajustó ésta a 1 * 10* amibas/tnl con PBS 

estéril. 

Luego se formaron 4 grupos; al primer grupo se agregaron 50 pl de amibas 

a cada pozo con macrófagos activados. Al segundo grupo se agregaron 50 de 

amibas a cada pozo con macrófagos sin activar. Para el tercer grupo se agregaron 

únicamente 50 pl de medio RPMI fresco a macrófagos sin activar. En el cuarto 

grupo se agregaron a pozos vacíos 200 pl de medio RPMI mas 10% de SBF y 

luego amibas 1 x 10* amibas/ml 50 pl a cada pozo. Se incubó a 37 CC por 30 min 

en atmósfera de COj al 5%. Se determinó la viabilidad celular agregando una gota 

de azul triparto 0.1 % a cada uno de los pozos, y observando en un microscopio 

invertido (Zeiss, Iruscope, Modelo Sl-PH No. 200061, Alemania). Se graficaron 

los promedios de tres experimentos por triplicado ± EE. 



CAPITULO 3 

RESULTADOS 

3.1 Inducción de proliferación de linfocitos humanos por antígeno amihiano 

3.1.1 Incorporación de |3H|-TdR inducida por antígeno amihiano particulado 

en cultivos de células mononucleares periféricas. 

La Fig. 2 muestra que una dosis de 40 mg/ml de ATA indujo una 

proliferación de linfocitos (observada como incorporación de [3H]-TdR) 1.9 veces 

superior a los testigos no tratados (p< 0.01), y similar a la inducida por 

fitohemaglutinina de germen de trigo (p> 0.05). 
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Figura 2.- Incorporación de [ JH]-TdR por C M P en presencia de ATA part iculado. En 
microplacas de 96 pozos se mezclaron I00 ni de una suspensión de CMP con una densidad celular 
de I * 10" células/ml y 100 |il (40 mg de proteínas/mi) de ATA particulado, 100 |il de medio 
RPMI más 10% de SBF ó 100 ni de fitohemaglutinina (PHAX10 mg/ml). Las preparaciones se 
incubaron 72 h a 37°C en atmósfera de CO¡ al 5%. A todos los pozos se les agregaron 10 pl de 
[5H]-TdR] ( InCi) y luego se re-incubaron 18 h. Las CMP se lavaron tres veces con medio RPMI 
más 10% de suero fetal bovino, se fijaron sobre filtros de fibra de vidrio con I mi de TCA al 5%, 
frió, y se deshidrataron con varias concentraciones de ctanol (60 al 100%) y acetona. Los filtros se 
secaron a 60 °C por 30 min y se determinó su radiactividad, expresada como CPM. Cada barra 
representa el promedio + el error estándar (EE) de 3 experimentos independientes, por triplicado. 
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3.1.2.- Relación temporal de la incorporación de |3H)-TdR inducida por 

antígeno amibiano particulado. El ATA particulado 40 mg/ml indujo 

proliferación de CMP a las 12 y 18 h de incubación a 36 °C. El efecto mitogénico 

de ATA bajo estas condiciones fue cuantitativamente comparable al producido por 

PHA (p> 0.05). Entre estos 2 tiempos, la incubación por 12 h produjo la mayor 

incorporación de [JH]-TdR (1.43 vcccs). A las 4, 8 y 24 h de incubación no se 

encontraron diferencias significativas entre la cantidad de [3H]-TdR incorporada 

por los cultivos no tratados y los tratados con ATA (p > 0.05). 

A los 30 min la radiactividad incorporada por los testigos no tratados fue superior 

a la determinada en los cultivos incubados en presencia de ATA o PHA (p<0.05) 

(Fig. 3). 
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Figura 3.- Relación t empora l de la i nco rpo rac ión d e |*H)-TdR induc ida po r A T A 
p a r t i c u l a d o en cult ivos de C M P . Estos ensayos se realizaron como se describe en el pie d e la 
Fig. 2, pero en vez de incubar las preparaciones en un solo t iempo después de agregar la [ HJ-TdR 
se usaron varios t iempos de post-incubación. Las barras ± E E corresponden a tres experimentos 
independientes por triplicado. Las barras marcadas como RPMI corresponden a cultivos celulares 
no tratados que recibieron medio RPMI más 10% de suero fetal bovino, las marcadas como ATA y 
PHA se incubaron en presencia de ATA paniculado y fitohemaglutinina, respectivamente. 



3.1.3.- Proliferación de CMP inducida en función de la dosis de ATA. La 

proliferación observada fue dependiente de la dosis de ATA. Se observó el mayor 

efecto mitogénico sobre cultivos de CMP a una dosis equivalente a 40 mg de 

proteínas totales/ml. Este efecto fue 3 veces mayor que el de los testigos no 

tratados y comparable al producido por PHA (10 mg/ml) (p< 0.05). Mientras que 

incorporación de l3HJ-TdR inducida por 2.5, 5, 10, y 20 mg de ATA/ml fue similar 

a la de los testigos no tratados (p> 0.05) (Fig 4). 
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Figura 4.- I nco rpo rac ión d e | J H ) - T d R en función de la dosis d e ATA pa r t i cu l ado . Estos 
ensayos se realizaron como se describe en el pie de la Fig. 2, utilizando diferentes concentraciones 
de ATA particulado en vez de una sola. Las barras representan los promedios ± E E de tres 
experimentos independientes por triplicado. Las cantidades ba jo las primeras 5 barras de izquierda 
a derecha corresponden a la concentración de ATA particulado agregado a los cultivos 
experimentales de CMP. expresado como mg de proteínas /mi. La barra subtitulada como RPMl 
corresponde a los testigos no tratados, incubados con medio RPMl más 10% de suero fetal bovino. 
PHA corresponde a la radiactividad incorporada por células tratadas con fitohemaglutinina 

3.2 Estimulación de la producción de NO por ATA. 

1.a Fig. 5 muestra que entre las 48 y las 72 h de incubación hubo una 

relación inversa en producción NO con respecto a la dosis: A las 48 h y 72 h la 

producción de NO fue 1.5 y 2 veces mayor con 10 mg/ml que con 40 mg/ml, (p< 

1 

i í i i 

40 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/ml 5 mg/ml 2.5 mg/ml RPMl PHA 



0.05 y 0.001) respectivamente. En cambio, a las 24 h esta relación fue 

directamente proporcional con respecto a la dosis de ATA: Una dosis de 40 |¿g /mi 

indujo una respuesta 3.4 veces mayor que la inducida por 10 mg/ml (p< 0.01). La 

mayor la producción de NO se observó en cultivos tratados con 10 mg de ATA 

soluble/ml, incubados por 72 h. Bajo estas condiciones, la producción de NO fue 

2.8 veces mayor que los testigos no tratados, y 2.2 veces mayor que la observada 

con 40 mg/ml de ATA. (p< 0.0001 y 0.001). Estos valores fueron 

cuantitativamente comparables a los observados en cultivos estimulados con LPS 

(p > 0.05). A las 24 h no se observaron diferencias significativas en la producción 

NO por los cultivos de CMP no tratados, o estimulados con 10 o 20 mg de 

ATA/ml (p > 0.01). 

Figura 5.- Efecto de la dosis y el t iempo de incubación sobre la producción de NO. En pozos 
de 200 |il se mezclaron 100 de una suspensión celular 1 x lO* C M P y 100 fil de medio RPM1 
con 10% de SBF o 100 ¿il de lipopolizacárido [(LPS) (10 mg/ml» o 100 ni de diferentes 
concentraciones del ATA particulado (expresadas bajo las primeras 3 barras como mg de proteínas 
totales/ml). Estas preparaciones se incubaron en las mismas condiciones que en los experimentos 
anteriores por tiempos de incubación variables (ver Fig. 2). En cada uno de estas preparaciones se 
determinó la concentración de nitritos por el método de Griess. Cada barra corresponde al 
promedio ± EE de tres experimentos independientes por quintuplicado. 
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Los resultados mostrados en la Fig. 6 son una continuación de los 

mostrados en la Fig. 5. Corresponden a la producción de NO por cultivos de CMP 

tratados con dosis variables de 1 a 36 mg/ml de ATA y pre-incubados e incubados 

por tiempos variables de 1-72 h con el antigeno. Posteriormente se aspiran los 

sobrenadantes, se agregó medio fresco y luego se reincubaron las cajas de cultivo 

por 72 h como en el experimento anterior. La Fig. 6 muestra que dosis de 1.0 a 36 

mg de ATA soluble /mi estimularon la producción de NO después de incubación. 

Esta producción fue proporcional con respecto a tiempo de incubación de l a 12 h 

con todas las dosis probadas. La mayor producción de NO se observó en cultivos 

tratados con 9 mg de ATA soluble /mi, incubados por 12 h. Bajo estas condiciones 

la producción de NO fue 6 veces mayor que [a los testigos no tratados (p< 0.0001), 

y cuantitativamente comparable a la cantidad de NO producida por los cultivos 

estimulados con LPS (p> 0.05). Considerando los experimentos de las Fig. 5 y 6 

podemos observar que la mayor producción de NO correspondió a los cultivos 

preincubados por 12 horas con una dosis de ATA equivalente a 9 mg de proteínas 

/mi. Bajo estas condiciones se indujo una cantidad de NO equivalente a 325 p 

moles de nitritos por cada 106 células. En cambio, las mejores condiciones 

encontradas en el experimento anterior, en el cual la estimulación con ATA 

equivalente a 10 mg de proteínas totales /mi, incubando 72h indujeron la 

producción NO equivalente a solo 200 ^ moles de nitritos o sea 1.39 veces menos 

(p> 0.05). 
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Figura 6.- Relación temporal y efecto de diferentes concentraciones de ATA pa ra inducir 
producción de NO. Corresponden a la producción de NO por cultivos de C M P tratados con dosis 
variables de I a 36 mg/ml de ATA y pre-incubados por tiempos variables de 1-72 h con el 
anu'geno. Se aspiraron los sobrenadantes, se agregó medio fresco luego se cultivaron las células 
por 72 h de la misma forma y con los mismos testigos que en el experimento anterior A cada una 
de estas preparaciones se les determinó la concentración de nitritos. Cada barra corresponde al 
promedio + EE de tres experimentos independientes por quintuplicado. 

3 3 Co-estimulación de CMP humanas por ATA, LPS e Inlerferón-y. 

La Fig 7 muestra que la producción de NO en los cultivos co-estimulados 

con ATA, LPS e INF-y fue inversamente proporcional a la dosis de INF-y. La 

mayor producción de NO correspondió a los cultivos estimulados con 9 mg de 

ATA soluble/ml, 10 mg de LPS/ml y 100 U de INF-y pozo. Bajo estas 

condiciones la producción de NO fue 1.28 y 1.58 veces mayor que con ATA, LPS 

y 300 y 500 U/pozo respectivamente (p< 0.05) y 12.3 veces mayor el NO 

producido por los testigos no tratados (p< 0.01). 
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Figura 7.- Co-estimulación de ATA con LPS e INF-y. Estos experimentos se realizaron 
como en el ensayo anterior induciendo la producción de NO utilizando 100 pl por pozo de la 
suspensión de CMP. La primera barra, de izquierda a derecha representa al testigo negativo al cual 
se incubó únicamente con medio RPMI + 10% de suero bovino fetal. La siguiente barra muestra la 
producción de NO inducida por ATA (9 mg/ml). Las siguientes tres barras muestran la producción 
de NO inducida por ATA + LPS (10 mg/ml) y diferentes dosis (100, 300 ó 500 U de INF-y por 
pozo (INF). Las últimas tres barras muestran la inducción de producción de NO por LPS e INF-y 
(100, 300 y 500 unidades respectivamente). Se muestran en la gráfica los promedios + EE de tres 
experimentos independientes por quintuplicado. 

La Fig. 8 muestra resultados que son continuación de los experimentos 

mostrados en la Fig. 7. En estos experimentos se usaron solo 100 U de INF-y 

solamente, pero se incluyeron como testigos cultivos de CMP tratados únicamente 

con 10 mg de LPS/ml y 100 U de INF-y solo. También se analizó el efecto 

adicionar los cultivos primero con INF-y y luego con LPC o viceversa. Los 

cultivos de CMP estimulados con ATA soluble, INF-y 100 U por pozo y LPS 

produjeron una mayor cantidad de NO que los estimulados únicamente con ATA 

soluble ( p < 0.01). Además se muestra que la mayor producción de NO se 



produjo en los cultivos estimulados con ATA soluble (9 mg/ml), LPS (10 mg/ml) e 

INF-y (100 U/pozo). Este tratamiento estimuló la producción de NO 12.3 veces 

con respecto a los cultivos no tratados (p < 0.01). Mientras los cultivos que se 

adicionaron con solo ATA (9 mg/ml), LPS ( 10 mg/ml) o INF-y (100 U/pozo) 

produjeron respectivamente 1.67 (P < 0.05),1.76 (P< 0.05) y 14.18 (P<0.01) veces 

más NO que los testigos no tratados. En los cultivos adicionados con ATA, INF-y 

y LPS la producción de NO fue 1.16 y 1.38 veces mayor que los cultivos que 

fueron estimulados con ATA mas LPS o ATA mas INF-y (100 U/pozo) 

respectivamente (P < 0.05 en ambos casos). En estos mismos cultivos cuando se 

agregó primero el LPS y luego el INF-y se indujo una producción de NO 1.44 

veces menor y valor de p < 0.05. Todos los cultivos sin ATA y con diferentes 

combinaciones de LPS e INF-y mostraron inducción de producción de NO de 1.38 

hasta 14.18 veces menor que el grupo con antígeno INF-y y LPS y un valor de p < 

0.05. 
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Figura 8.- Capac idad co-est imuladora del ant igeno amibiano. Para estos ensayos se indujo la 
producción de N O como en los ensayos de la figura 7. La primera barra de izquierda a derecha 
representa al testigo negativo al cual se agregó únicamente RPMI + 10% de suero bovino fetal, 
enseguida la inducción por ATA (9mg/ml). La tercera barra muestra la producción de NO inducida 
por ATA + LPS (lOmg/ml) la siguiente ATA + LPS + 100 U de INF-y. Las condiciones que 
indujeron la mayor producción de NO fueron ATA + 100 U de INF-y + LPS. Las últimas 5 barras 
muestran la producción inducida por ATA i 100 U de INF-y, LPS solo, 100 unidades de INF-
y + LPS, LPS + 100 U de INF-y, y 100 U de INF-y solo. Cada barra representa el promedios + EE 
de tres experimentos independientes por quintuplicado. 

3.4 Inhibición de la producción de NO por inhibición en la presentación del 

antígeno. 

La producción de NO fue 4.2 veces mayor en CMP tratadas con 

glutaraldehído 0.05% 4 h después de haberse expuesto a 9 mg/ml de ATA con 

respecto a las células tratadas con glutarldehído solo 1 h después del estímulo 

(p<0.01). En ausencia de ATA la producción de NO en células fijadas lh o 4 h 

después de iniciado el experimento fue cuantitativamente comparable a las CMP 

fijadas 1 h después de haberlas puesto en contacto con el ATA (p > 0.05) (Fig. 9). 



Figura 9.- Efecto del Moqueo en la presentación del antígeno sobre la producción de 
NO. 

Se estimuló la producción de NO como en los ensayos anteriores, sólo que en esta ocasión se 
separaron los pozos cultivados en dos grupos, a la mitad se les agregaron 80 pl por pozo de ATA (9 
mg/ml) y a la otra solo se agregó medio RPMI. Estos grupos se dividieron a su vez en dos grupos 
de 5 pozos. A cada uno de los pozos se les agregaron 20pl de glularaldehido 0.05%, a la mitad se 
les agregó I h después de haber iniciado el ensayo y a la otra mitad a las 4 h. Luego se siguió el 
mismo proceso de inducción y cuantificación de producción de NO que en los ensayos anteriores. 
Cada barra corresponde al promedio + EE de 3 experimentos independientes por triplicado. 

3.5 Separación de fracciones del antígeno amibiano por IIPLC 

3.5.1 Fraccionamiento del ATA por HPLC. 

Los péptidos que resultaron de la digestión del ATA con tripsina se 

separaron mediante HPLC. Se colectaron 53 fracciones de 1.6 mi cada una. 

Además se detectaron 5 picos mayores, con absorbancia a 220 nm > 0.05 y 20 

picos menores, con A22o < 0.05. Los picos mayores correspondieron a las 

siguientes fracciones: Pl, fracción 4 , P2, fracción 5, P3, fracción 7, P4 fracción 9 

y P5 fracción 29. Los tiempos de retención y A220 de los picos mayores fueron los 

siguientes: Pl, 15.23 min, A22o= 0.055 UDO, P2, 16.38 min, A22o=0.057 UDO, 

P3, 19.54 min, A220=0.163 UDO, P4, 22.19 min A220=0.752 UDO, P5, 45.81 min 

A220=0.052. UDO (Fig 10). 



Figura 10.- Separación de fracciones del ATA por HPLC. El ATA soluble se digirió 
con tripsina y los péptidos se separon mediante HPLC. Se colectaron fracciones de 1.6 mi. Los 
tiempos de retención y A220 de los 5 picos (P1 a P5) mayores fueron los siguientes: Pl , 15.23 min, 
A220= 0.055 UDO, P2 , 16.38 min, A22o=0.057 UDO, P3 , 19.54 min, A 22o=0163 UDO, P4 , 22 19 
min A22o=0.752 UDO, P5,45.81 min A22o=0052. UDO. 

3.6 Inducción de producción de NO por fracciones separadas por HPLC 

3.6.1 Inducción de producción de NO por las fracciones de ATA. 

Se le probó la capacidad de cada una de las 53 fracciones colectadas para 

estimular la producción de NO en cultivos de CMP. Encontramos que en todas las 

fracciones fueron capaces de estimular de la producción de NO; sin embargo, la 

mayor producción se indujo con las fracciones 4 y 9 las cuales fueron 73 y 68 

veces superiores al testigo negativo con un valor de p < 0.001 (Figura II). 
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Figura 11.- Inducción de la producción de NO por las fracciones del ATA separadas por 
CLAR. Se indujo la producción de NO igual que en los ensayos anteriores, a cada grupo de tres 
pozos con excepción de los testigos se les agregaron 90 fil por pozo de cada fracción separada por 
HPLC más 10^1 de LPS (10 mg/ml). La columna marcada con las siglas LPS representa los 
resultados de un testigo adicionado solamente con LPS. La columna identificada como RPMI se 
adicionó únicamente con este medio + 10% de suero fetal bovino. Cada barra representa el 
promedios +JEE de la producción de NO estimulada por cada fracción, numerada según el orden 
recolecta, de 3 experimentos independientes por triplicado. 

La Fig. 12 muestra que cuando se estandarizó la concentración de péptidos 

equivalente a 8.5 mg de proteínas/ml de las fracciones que mostraron mayor 

capacidad para inducir producción de NO y una fracción previamente identificada 

como irrelevante para este actividad se ratificó la observación del experimento 

anterior. Es decir, las fracciones 4 y 9 tienen la habilidad de inducir 

específicamente la producción de NO en macrófagos humanos. La producción de 

NO inducida por las fracciones 9 y 4 fué 15 y 11 veces mayor, respectivamente 

que la producción de NO que en los testigos no estimulados o tratados con una 

fracción irrelevante (p< 0.00001). 
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Figura 12.- Inducción de producción de NO en fracciones de HPLC con concentraciones 
estandarizadas de antígeno. El ensayo es igual al anterior, con la salvedad de que para realizar 
estos ensayos estandarizó a 8.5 mg/ml el contenido de péptidos en las fracciones (4 y 9) separados 
por HPLC que mostraron con mayor capacidad para inducir producción de NO. Las barras 
identificadas como fracción 52, LPS y RPMI corresonden a testigos negativos. La fracción 52 
había sido identificada previamente como irrelevante en cuanto a su capacidad para inducir 
producción de NO, los cultivos correspondientes a las otras dos barras se adicionaron con LPS o 
con nada, expetoe) medio de cultivo más suero fetal bovino. Cada barra representa el promedio ± 
EE de 3 experimentos por triplicado. 

3.7 Citotoxicidad sobre amibas de CMP activadas con los péptidos 

purificados por HPLC. 

Cuando se eo-incubaron amibas con macrófagos humanos activados con 

una mezcla a partes iguales (v/v) de las fracciones 4 y 9, los macrófagos 

destruyeron el 26% de trofozoítos virulentos (74% de viabilidad en las amibas). En 

cambio, las amibas incubadas en presencia de macrófagos no activados mostraron 

una viabilidad del 94% (p<0.00001). Por otro, la viabilidad en los macrófagos no 

activados incubados en presencia de trofozoítos fue 86%, en tanto que en los 

activados ésta fue del 96%. Es decir, las amibas destruyeron 11% más macrófagos 

no activados en comparación que los activados (p<0.0001). La viabilidad de las 

amibas y de los macrófagos activados y no activados, incubados por separado, 



bajo las mismas condiciones de los co-cultivos fue de 98.66 para las amibas y 

97.88% para los macrófagos, respectivamente bajo las mismas condiciones. Si 

comparamos la viabilidad de las amibas solas y en co-cultivo con macrófagos 

encontramos que las amibas cultivadas con macrófagos activados mostraron 1.27 

menor viabilidad que las amibas cultivadas en presencia de macrófagos no 

activados (p < 0.00001) (Fig 13). 

Figura 13.- Act iv idad citotóxica de macrófagos ac t ivados con los pépt idos bioactivos sobre 
t rofozoítos. Los cultivos de conteniendo C M P se dividieron en 2 grupos, a uno de los grupos 
denominado macrófagos activados (MA) se agregaron 80 pl de una mezcla a partes iguales (V/V) 
de las fracciones-HPLC 4 y 9 (8.5 mg/ml) y 10 pl de LPS (10 mg/ml). Al otro grupo llamado 
macrófagos sin activar ( M S A ) se agregaron 100 pl de medio RPMI con 10% de SBF. Se incubaron 
igual que en el ensayo anterior y durante los mismos tiempos, posteriormente se formaron 4 
grupos. En el primero se agregaron amibas virulentas, en crecimiento logarítmico en PBS estéril y 
densidad celular a 1 x 106 amibas/ml 50 pl a cada pozo con MA y en el segundo grupo a los pozos 
con MSA. A un tercer grupo llamado macrófagos; se agregaron 50 pl de medio RPMI fresco a 
MSA y para integrar el cuarto grupo denominado amibas; se agregaron a pozos vacíos 200 pl de 
medio RPMI mas 10% de SBF y luego 1 x 106 amibas/ml 50 pl a cada pozo. Se incubó a 37 °C por 
30 min en atmósfera de C 0 2 al 5%. Se determinó la viabilidad celular con azul de tripano. Las 
barras representan la viabilidad de amibas y macrófagos en co-cultivo y los testigos amibas o 
macrófagos solos según se indica. Cada una de ellas representa el promedio ± EE de tres 
experimentos por triplicado. 



CAPITULO 4 

DISCUSION 

4.1 Discusión 

Las enfermedades infecciosas y parasitarias son un importante problema 

de salud pública en todo el mundo, y predominantemente en los países en 

desarrollo (Walsh, 1988). El mejoramiento de las condiciones sanitarias 

municipales, los buenos hábitos de la población, y la implementación de mejores 

métodos diagnósticos y terapéuticos han sido importantes factores para controlar 

estas enfermedades (Bloom, 1989). Sin embargo, todo ello no es suficiente. Es 

necesario contar con vacunas eficaces contra estas enfermedades, considerando 

que la vacunación es el mejor instrumento para controlar las enfermedades 

infecciosas y parasitarias, sobre todo en países en desarrollo (Bloom, 1989). 

Los avances en el desarrollo de vacunas en la mayor parte de las 

enfermedades infecciosas son escasos, aún más en lo referente a las vacunas contra 

enfermedades producidas por parásitos, los cuales tiene la habilidad de cambiar 

constantemente de determinantes inmunogénicos y de inhibir o burlar la respuesta 

inmune (Petri, 2000). La mayor parte de los parásitos tienen un ciclo de vida muy 

complejo, durante el cual éstos pasan por varios estadios y uno o más 

hospedadores (Stanley Jr., 1997), lo que dificulta aún más la identificación de 

antígenos que induzcan una respuesta inmune protectora eficaz. E. histolytica no 

es la excepción. Sin embargo, esta especie tiene uno de los ciclos de vida más 

simples, el cual consiste sólo de dos estadios, el de quiste (la forma infectiva) y el 

trofozíto (la forma trófica, responsable de la producción de lesiones en la 

amibiasis) y un solo hospedero, el hombre (Martínez-Palomo,1982). 



Es conocido que las personas que han desarrollado AHA, una vez curadas 

no vuelven a presentar estas lesiones (De León, 1970; Sepúlveda y Martínez-

Palomo, 1982). En el desarrollo de la inmunidad protectora contra la amibiasis 

participan tanto la inmunidad celular como la humoral. Las personas con amibiasis 

invasora presentan anticuerpos específicos contra E. histolytica una semana 

después de haber presentado los síntomas patognomónicos de esta enfermedad 

(Krupp, 1970). Los anticuerpos anti-£. histolytica son capaces de inhibir el 

desarrollo de AHA en hámsteres o ratones inmunodeficientes inoculados 

experimentalmente con trofozoítos de E. histolytica (Sepúlveda, 1974; Seydel, 

1996). Los anticuerpos IgA contra E. histolytica secretados en la mucosa intestinal 

protegen contra la colonización de E histolytica a niños, cuya producción se 

induce como consecuencia de una infección por esta especie de parásitos (Haque, 

2001). Por otro lado, la inmunidad celular también juega un papel importante en la 

protección contra la amibiasis invasora. Algunos antígenos de E histolytica son 

capaces de inducir proliferación de linfocitos T de sangre periférica humana. 

Además pueden activar a macrófagos humanos los cuales, a su vez son capaces de 

lisar trofozoítos in vitro (Salata, 1982;1986;1987). En hamsters la actividad 

amebicida de los macrófagos activados es dependiente de TNF-a y de INF-

y. La principal molécula efectora es el NO y ésta, a su vez, es producida por la 

sintasa inducible de NO (iNOS), la cual puede ser bloqueada por análogos del 

sustrato (Lin, 1992; 1994; Seguin, 1997). 

El objetivo principal de nuestro estudio fue aislar algunos antígenos 

capaces de inducir la producción de NO in vitro en un modelo donde utilizamos 



macrófagos y linfocitos humanos en co-cultivo. Hasta donde nosotros sabemos, no 

se ha logrado estimular la producción de NO en macrófagos humanos por efecto 

de antigenos amibianos. En tanto que está bien documentada la producción de NO 

por macrófagos humanos inducida por otros antigenos (Bogdan, 2000; Weinberg, 

1998; Kroncke 1998; Murray, 1992; Nozaki, 1997; Osborn, 2002). 

La mayor parte de los trabajos que se han realizado con el objetivo de 

desarrollar una vacuna contra la amibiasis se han basado en la identificación y 

estudio de antigenos amibianos de superficie (Zhang, 1994; Stanley Jr,1990; Petri, 

1996; Tachibana, 1990), preferentemente lectinas, por ser éstas las directamente 

involucradas en la unión de las amibas con las células blanco (Li,1988; Stanley Jr, 

1990). Con estos antigenos se a buscado preferentemente la inducción de 

inmunidad humoral, que proteja a animales de laboratorio (preferentemente 

ratones no inmunocompetentes, hámsters y cobayos) contra la formación de AHA. 

Sin embargo, el trabajar con una sola molécula podría ser una empresa riesgosa, 

considerando que las amibas, como casi todos los agentes infecciosos y 

parasitarios tienen una gran capacidad para cambiar sus determinantes antigénicos, 

y una vacuna basada en una sola molécula podría producir resultados 

inconsistentes, o, en el mejor de los casos variar su eficacia de una región 

geográfica a otra, como sucedió con la vacuna contra la malaria (Mora, 1993). Por 

otro lado, en el caso específico de la amibiasis, la respuesta celular parece tener 

una importancia especial en el desarrollo de la inmunidad protectora. 

Especialmente la producción de NO por macrófagos activados por 

lipopolisacáridos de Escherichia coli (LPS). En apoyo de esta aseveración, 

González-Garza y Cois. (2000) encontraron que cuando se inyecta un inhibidor de 



la activación de macrófagos (MAIF, por sus siglas en Inglés, Macrofage-

Activation lnhibition Factor) producido por células de la línea de linfoma murino 

L5178Y a ratones Balb/c los cuales son naturalmente resistentes a la infección por 

E. histolytica (Ghadirian,1984), y luego se inocula a estos ratones vía 

intrahepática, el 100% de los animales desarrolla AHA, en tanto que no lo hacen 

los ratones que no reciben el MAIF. La inhibición de la activación de macrófagos 

se determina precisamente por la inhibición de la producción de NO (González-

Garza, 2000). Por otro lado, no necesariamente los epitopos reconocidos por los 

macrófagos de animales de laboratorio son los mismos que los reconocidos por los 

macrófagos humanos (Janeway y Travers, 1997). Por todo lo anterior, nosotros 

decidimos para este estudio no pre-seleccionar ninguna molécula amibiana, sino 

identificar todos aquellos amibianos, sin tomar en cuenta su función biológica o su 

ubicación en la superficie celular de las amibas, sino identificar a aquellos 

antígenos de trofozoítos de E. histolytica que fueron capaces de inducir in vitro la 

producción de NO en cultivos de células mononucleares periféricas humanas, las 

cuales contienen un porcentaje de macrófagos y linfocitos T CD4+ y T CD8+ 

(Janeway y Travers, 1997). Este sistema de células es capaz de ser activado por 

antígenos amibianos e inducir la producción de NO por los macrófagos activados 

presentes en los co-cultivos celulares. 

Considerando que las proteasas endógenas son capaces de degradar los 

antígenos amibianos, tratamos a los trofozoítos con una mezcla de 

cloroformo/metanol para inactivar a éstas enzimas (Said-Fernández y López-

Revilla, 1979, Said-Fernández et al., 1996; Taméz-Treviño E. Y cois., 2000). 



Como esperábamos, las preparaciones tratadas con cloroformo-metanol 

formaron grumos al evaporar los disolventes orgánicos y resuspenderlos con ayuda 

de sonicación. (ATA particulado). Utilizamos ATA particulado porque se ha 

reportado que los antígenos particulados inducen una mejor respuesta celular 

(Janeway y Travers, 1997), pero también decidimos disolver completamente la 

preparación y realizar los ensayos correspondientes. 

En este trabajo observamos que el ATA particulado es capaz de inducir la 

proliferación de linfocitos humanos de sangre periférica con dosis de ATA soluble 

equivalente 40 mg de proteínas totales/ml (Figs. 2-4). Otros autores habían 

reportado sus resultados con 100 mg de antígeno amibiano/ml. Nosotros no 

probamos concentraciones superiores pues obtuvimos buena respuesta con esta 

concentración además de que sólo queríamos utilizar la inducción de proliferación 

como una prueba de tamiz. 

La incorporación de [3H]-TdR fue 1.5 veces mayor en los cultivos de CMP 

incubadas en presencia de antígeno ATA particulado que en presencia de ATA 

soluble (datos no mostrados), y casi el doble de la respuesta obtenida en las células 

sin ningún estímulo. 

Otros grupo de investigadores también encontró que una preparación de 

antígeno amibiano soluble denominado SPP también indujo mitosis en linfocitos 

humanos obtenidos de pacientes convalecientes de AHA (Salata, 1986). En el 

curso de un año, la mitosis inducida por el SPP disminuyó paulatinamente, pero 

siempre fue superior a la de los testigos sanos. En dicho estudio la incorporación 

de [3H-TdR] no fue tan eficiente como en el caso de nuestras preparaciones de 

ATA ni la inducida por fitohemaglutinina. Ganguly y cois. (1981) observaron que 



la respuesta mitogénica de linfocitos de sangre periférica de pacientes con 

amibiasis estaba disminuida durante la primera semana de convalecencia luego 

aumentaba y finalmente tendía a disminuir, tres semanas después de iniciada la 

enfermedad. 

En otro estudio realizado con pacientes convalecientes de AHA y controles 

sanos se analizó la respuesta mitogénica de linfocitos humanos a antígeno 

amibiano sometido a varios ciclos de congelación/descongelación y souicación: 

No se observaron diferencias entre la mitosis inducida en linfocitos de individuos 

sanos en presencia o ausencia de antígeno amibiano (Sabanat, 1973). Además, la 

respuesta de los linfocitos a la fitohemaglutinina fue superior a la inducida por el 

antígeno amibiano. 

Es importante comentar con respecto al presente estudio, que la persona de 

la que se obtuvieron las células mononucleares periféricas para realizar los 

ensayos de mitosis nunca había padecido de AHA, pero sí colitis amibiana. En este 

caso sus linfocitos presentaron una respuesta mitótica a nuestra preparación de 

antígeno similar a la producida por la fitohemaglutinina, cosa que no sucedió en 

los estudios arriba comentados; lo cual sugiere fuertemente que la respuesta 

mitogénica in vitro de las CMP depende en gran medida de la calidad del antígeno, 

además del posible efecto inhibitorio producido por E. histolytica en los pacientes 

con AHA, arriba mencionado. Nosotros pensamos que obtuvimos una mejor 

respuesta mitogénica al ATA particulado porque protegimos a éste de la auto-

degradación, pre-tratándolo con cloroformo-metanol (Said-Fernández, 1996, 

Tamez-Treviño y cois., 2000). Este procedimiento es mucho más efectivo y seguro 



que la utilización de inhibidores de proteasas, y no había propuesto previamente 

para realizar este tipo de ensayos. 

Como parte de nuestra estrategia, utilizamos antigeno total de trofozoítos, a 

diferencia de otros grupos, que utilizan membranas plasmáticas aisladas (Sabanat, 

1973 y Ganguly, 1981). Como antes comentamos, la ventaja de utilizar la totalidad 

de los antígenos amibianos es la de no descartar a priori antigenos capaces de 

inducir una respuesta protectora eficaz. Aunque era posible que en la mezcla de 

antígenos presentes en el ATA podría haber algunos que estimularan la respuesta 

inmune y que otros la inhibieran. Decidimos iniciar nuestro proyecto de 

investigación con antígeno total amibiano pensando que si no descubríamos una 

respuesta mitogénica HPLC podríamos fraccionar este antígeno y probar las 

fracciones por separado, pero esto no fue necesario. 

Nos llamó particularmente la atención que el mejor tiempo de incubación, 

después de haber puesto en contacto a las CMP con el ATA y de agregar a las 

mezclas de ensayo la [3H]-TdR (1 pCi/10 pl) fue de 12 h (Fig. 3), mientras que 

otros autores han encontrado que 18 h es el tiempo óptimo. Esto puede explicarse 

porque después de los 3 y medio días de culdvo y las células ya pasado por una 

expansión clonal y han entrado en apoptosis (Janeway y Travers, 1997). 

Al igual otro estudio (Ganguly, 1981) donde se buscó proliferación de 

linfocitos de sangre periférica de pacientes convalecientes de AHA utilizando 

antígenos amibianos, nosotros encontramos una respuesta similar a la observada 

en los controles sanos, esta respuesta estaba inhibida durante la primera semana de 

la convalecencia luego aumentaba y finalmente tendía a disminuir a las tres 



semanas después de la enfermedad. Como esperábamos las máxima respuesta 

mitogéruca fue inducida por el ATA particulado ( Datos no mostrados). Sin 

embargo en estudios previos se ha utilizado antígeno soluble con buena respuesta 

(Salata, 1982). 

£1 ATA soluble fue capaz de estimular la producción de NO en un cultivo 

de CMP humanas (Fig. 5-6). Probamos también el ATA particulado, pero los 

resultados preliminares fueron demasiado dispersos (datos no mostrados). Esto 

porque los ensayos realizados con ATA particulado eran demasiado turbios y el 

método de Greiss es colorimétrico. Entonces decidimos continuar el presente 

trabajo con ATA soluble. 

Cuando iniciamos el presente proyecto algunos autores afirmaban que las 

CMP no eran capaces de producir in vitro este compuesto. Nuestros resultados 

muestran que si; y otros autores también lo han hecho, utilizando diversos 

estímulos (Bogdan, 2000, Weinberg, 1998 y Kroncke, 1998, Murray, 1992, 

Npsaki, 1997). Entonces, ahora está muy HPLC o que los macrófagos humanos 

son capaces de producir NO in vitro cuando son estimuladas por un antígeno 

adecuado y en una forma adecuada. Por otro lado, en los trabajos referentes a la 

producción de NO que se han realizado previamente para identificar antigenos de 

amibas capaces de inducir una respuesta protectora se habían utilizando cultivos 

de macrótágos murinos (Denis y Chadee, 1989, Seguin, 1995 y 1997). Así por 

ejemplo, se había demostrado que la lectina de trofozoitos de E. histolytica que se 

une a galactosa (gaMectin) es capaz de estimularla producción de NO en cultivos 

macrófagos derivados de médula ósea de ratón (Seguin, 1995; 1997). 



La producción de NO es dependiente de citocinas, principalmente INF-7 y 

TNF-a (Seguin, 1997; Janeway y Travers, 1997). La producción de NO depende 

de la actividad de la enzima iNOS sintasa y que puede ser bloqueada por falta de 

sustrato (L-arginina) (Lin, 1992.) o por bloqueo de la actividad enzimàtica con 

inhibidores y/o análogos del sustrato (Lin, 1994). Nuestros resultados son acordes 

con estas afirmaciones, pero utilizando CMP humanas (Fig. 5-6), y también 

indican que la producción de NO por CMP humanas es dependiente del 

procesamiento y presentación del antígeno amibiano, pues la producción de NO 

pudo ser inhibida significativamente al detener el proceso de presentación del 

antigeno, incubando las células con ATA y después fijándolas con glutaraldehído 

0.05% por diferentes tiempos; a mayor tiempo disponible para la presentación del 

antigeno (antes de ser fijadas con glutaraldehído), mayor producción de NO (Fig 

9). 

Estudios previos se han demostrado que la producción de NO por 

macrófagos murinos esta correlacionada con la actividad amebicida de los mismos 

(Denis y Chadee ,1989; Lin, 1994; Seguin, 1995;1997). Por ello se considera que 

el NO es la principal molécula efectora que utilizan los macrófagos para matar a 

las amibas (Lin , 1992). Como antes comentamos, resultados previos de nuestro 

grupo apoyan este postulado, porque el MAIF, producido por células de linfoma 

murino de la línea L517810 es capaz de inhibir la producción in vitro de NO 

(González-Garza y cois., 2000), y de permitir el desarrollo de AHA en ratones 

Balb/c inoculados experimentalmente, a pesar de que estos animales son 

naturalmente resistentes a la infección por E. histolytica (Salata, 1982). En el 



presente trabajo nosotros demostramos que los macrófagos humanos estimulados 

por las fracciones 4 y 9 del ATA soluble, digeridos con tripsina y separadas por 

HPLC, son capaces de producir NO (Figs. 11-12) . La fracción que indujo la 

mayor producción de NO en CMP humanas fue la fracción 9, y la concentración 

que indujo la mayor respuesta fue la equivalente a 8.5 mg de proteínas/ mi (Fig. 

12), mientras que estudios previos han reportado inducción de la producción de 

NO utilizando concentraciones de antígenos diversos 1-50 mg/ mi. 

En este trabajo observamos que el ATA tiene la propiedad de co-estimular 

la producción de NO en CMP inducidas por LPS y/o interferón-y (Fig. 7-8). Lo 

que nos indica una respuesta dependiente de la activación de linfocitos T. Además, 

demostramos que estos macrófagos activados con las fracciones 4 y 9 del antígeno 

amibiano soluble separadas por HPLC son capaces de matar al 37% de las amibas 

cuando se co-cultivan con trofozoítos de E. histolytica (Fig 13). Para obtener 

fracciones del antígeno amibiano total que fueron capaces de inducir la producción 

de NO, digerimos el ATA soluble con tripsina, y ultrafiltramos la preparación con 

un corte de 5,000 kDa. Así, eliminamos las proteínas y otras moléculas de alto 

peso molecular y conservamos únicamente los péptidos más pequeños. Estos 

péptidos los separamos por HPLC, y obtuvimos cinco picos principales y otros 20 

picos más pequeños (Fig 10). El método utilizado en la cromatografía fue de fase 

reversa, utilizando un gradiente de acetonitrilo y ácido trífluoroacético en una 

columna C18 (de 5 pm de tamaño de poro y 3.7 mra de diámetro interno y 200 

mm de largo). Estas columnas separan moléculas según su peso molecular y su 

carga eléctrica total. Esta estrategia es la que se utiliza regularmente para separar 



péptidos pequeños por HPLC. Cuando analizamos la capacidad de inducir 

producción de NO de cada una de las fracciones separadas por HPLC encontramos 

la mayor actividad inductora en dos de las fracciones separadas la fracción 4 y la 9 

y que corresponden a 2 de los picos que se observan en la separación por HPLC 

P1 y P3. Sin embargo en ese momento no podíamos saber si el resultado de esta 

producción mayor era por efecto de concentración, debido a que casualmente estas 

fracciones no sólo mostraron el mayor efecto, sino también la mayor 

concentración de péptidos en los picos de separación correspondientes en el HPLC 

[(mayor A220) (Fig. 10)]. Por ello estandarizamos las concentraciones de proteína 

en todas las fracciones separadas por HPLC y los resultados fueron similares a los 

iniciales. Es decir, las mismas dos fracciones la 4 y la 9 indujeron la mayor 

producción de NO (Fig 12). Rosanne Seguin y colaboradores, en 1997, así como 

Denis y Chadee en 1987, describieron la capacidad de los macrófagos activados 

con antígenos anúblanos de matar a trofozoítos patógenos de E. histolytica. 

Nosotros encontramos que las células mononucleares periféricas obtenidas de 

sangre fresca total de un voluntario sano son capaces de disminuir la viabilidad de 

trofozoítos patógenos de amibas cepa HM1-IMSS, cuando son previamente 

activadas. Es decir, que de el ATA es capaz de activar a las CMP para matar a las 

amibas, como se demuestra en la figura 13. Esta actividad citotóxica de las CMP 

es dependiente casi totalmente de la actividad de los macrófagos, pues en este 

ensayo trabajamos únicamente con las células adheridas a las paredes de los pozos, 

mientras de que los sobrenadantes se desecharon. Como los macrófagos son las 

únicas células adherentes de las CMP, deducimos que la capacidad citotóxica es 

dependiente de la actividad de estos. 



CONCLUSION 

5.1 CONCLUSIONES 

1) El antígeno amibiano total ATA, presentado a las CMP en forma 

soluble o particulada, al cual se le eliminó la actividad de las proteasas 

endógenas mediante un tratamiento con cloroformo-metanol es capaz 

de inducir una respuesta inmune celular in vitro. 

2) El ATA es capaz de inducir la proliferación de linfocitos en cultivos ce 

CMP con una eficacia similar a la observada con la fitohemaglutinina y 

mayor que la lograda hasta ahora por otros grupos. 

3) El ATA induce la producción de NO en cultivos de macrófagos 

obtenidos de sangre periférica humana. 

4) La inducción de la activación de macrófagos en cultivos de CMP, con 

producción de NO se incrementa por co-estimulación con interferón gama 

o LPS, lo cual indica que es una actividad dependiente de la activación de 

linfocitos T. 

4) La inducción de la activación de macrófagos con producción de NO es 

dependiente de la presentación del antígeno. 

5) Demostramos que es posible separar fracciones del antígeno total 

mediante HPLC. 

6) Las fracciones del ATA digeridas con tripsina y separadas por HPLC 

son capaces de inducir la producción de NO, en presencia de LPS en 

los cultivos de macrófagos ya mencionados, con una eficacia 2.4 Veces 

mayor que el ATA total. 



7) La tripsina incubada sola y autodigerida exactamente igual que el ATA 

con tripsina no es capaz por si misma de inducir producción de NO en 

los cultivos de macrófagos humanos, bajo condiciones experimentales 

exactamente iguales a las que sometimos al ATA o sus fracciones, por 

lo que concluimos que el efecto inductor de activación de macrófagos 

humanos con producción de NO es un efecto específico de antígenos 

amibianos y no de fracciones producto de la autodigestión de la 

tripsina. 

8) Los macrófagos humanos de cultivos de CMP, activados con las 

fracciones 4 y 9 separadas por HPLC. No sólo indujeron la producción 

de NO in vitro, sino que fueron capaces de estimular a los macrófagos 

activados para destruir trofozoítos, invirtiendo la secuencia normal de 

hechos en co-cultivos de amibas y macrófagos, en los que las amibas 

destruyen preferentemente a los macrófagos no activados. 

9) Tomando en cuenta todo lo anterior concluimos sobre nuestro trabajo 

completo que nuestros resultados sostienen la hipótesis que planteamos 

en el proyecto que originó el presente trabajo. 

5.2 PERSPECTIVAS 

Haber encontrado dos fracciones peptídicas capaces de inducir la 

producción de NO en macrófagos humanos abre amplias perspectivas para 

identificar al menos 2 antígenos amibianos que fueron aislados e identificados 

mediante una cuidadosa preservación de la integridad física del ATA. Estos 

antigenos no fueron preseleccionados considerando las funciones biológicas ni la 



ubicación en el cuerpo celular de los trofozoítos de E. histolytica , sino que 

dejamos a la naturaleza que nos respondiera una pregunta que consideramos 

fundamental para el desarrollo de la vacuna contra la amibiasis, y que otros grupos 

no se habían planteado: ¿Que antígenos amibianos son capaces de inducir la 

activación de macrófagos humanos con producción de NO, y por lo tanto con 

verdaderas posibilidades de inducir una respuesta protectora contra la amibiasis en 

seres humanos?. Como respuesta a ello, nosotros localizamos 2 fracciones 

conteniendo péptidos de 10 kDa o menores capaces de inducir in vitro la 

activación de macrófagos en presencia de linfocitos de sangre periférica T CD4+ y 

T CD8+, pero aún no sabemos si su secuencia es homogénea. Es decir, si existen 

en estas fracciones varios péptidos con diferente secuencia, ni tampoco a que 

proteínas pertenecen éstos. Por lo tanto tampoco sabemos donde están ubicadas 

estas proteínas, ni cual es su función biológica. Sabemos, por otro lado, que estos 

péptidos deben ser presentados para activar la respuesta inmune celular, pero no 

conocemos la secuencia de los epitopos presentados por los macrófagos, ni si la 

respuesta inductora de producción de NO es dependiente de la actividad de iNOS 

sintasa y de la presencia de citocinas como interferón y o TNF a. Es necesario 

investigar si los péptidos obtenidos en este trabajo u otros, separados mediante la 

estrategia seguida aquí son capaces de inducir una respuesta humoral adecuada, 

dado que sabemos ahora que ambas respuestas, la celular y la humoral, son 

importantes para inducir una respuesta protectora adecuada. Entonces deberá 

investigarse si los péptidos inductores de una respuesta celular in vitro contra E. 

histolytica y los inductores de una respuesta celular adecuada (por ejemplo 



3.- Aislamos e identificamos dos fracciones de antígenos de Entamoeba 

histolytica que son capaces de inducir la producción de NO en cultivos de 

macrófagos humanos. 

4.- Confirmamos la capacidad de los macrófagos humanos de producir NO in 

vitro. 

5.- A nuestro juicio, abrimos un nuevo camino, con enfoque y estrategias muy 

novedosos, y que parece ser muy promisorio, considerando los fundamentos 

teóricos de nuestra estrategia y los resultados aquí mostrados, para el desarrollo de 

una vacuna contra la amibiasis. 
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V. Diseño de vacunas contra enfermedades infecciosas 
» 
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Resumen 

Las ^acunas son la forma más efectiva y económica 
de prevenir y controlar enfermedades infecciosas y 
parasitarias. A pesar del gran desarrollo que este 
tipo de biológicos ha experimentado en los últimos 
años, todavía hay enfermedades producidas por 
virus, como ei SIDA y por protozoanos, como la 
amibiasis y la tripanosomiasis, que no han podido 
ser controladas mediante vacunas eficaces y seguras. 
La vacuna contra la malaria es una de las que mayor 
éxito ha tenido. Pero todas éstas aún están en pleno 
desarrollo. Existen numerosos factores que se oponen 
al éxito de las. vacunas antes mencionadas. Algunos 
de ellos son el riesgo que se corre al útil i Car virus 
vivos o DNA, en el caso del SIDA o de la capacidad 
que tienen los protozoarios para evadir, deprimir o 
inactivar la respuesta inmune protectora del huésped. 
Una vacuna efeciiw debe inducir tonto la respuesta 
humoral como la respuesta celular del sistemo inmune 
y considerar eí ciclo biológico del agente causal. Se 
discuten aquí diversas y novedosas estrategias para 
desarrollar vacunas tanto contra SIDA como contra 
la amibiasis. 

Palabras clave; Vacunas, infecciones, protozoarios. 

Introducción 

Una vacuna puede salvar más vidas y más 
dinero que cualquier otra intervención médica." 

Hasta hace relativamente poco t iempo el con-
cepto de vacuna se aplicaba exclusivamente a la 
prevención de enfermedades infecciosas y fue 
hasta hace poco más de 30 años que empezaron 
a aparecer resultados prometeúores sobre el de-
sarrollo de vacunas dirigidas contra enfermedades 

Summary 

Vaccines are tiie most effective and reliable way to 
prevent and control infectious and parasitic diseases. 
In spite of the great development that this kind of 
biological products has reached over the past years, 
certain viral diseases, like AIDS and most of those 
produced by parasitic protozoa, like amebiasis and 
trypanosomiasis, still have not been controlled by 
means of safe and effective vaccines. Vaccine against 
malaria is one that has shown greater success. 
Accordingly, all are still being developed. Numerous 

factors oppose success. For example, one is the risk 
that includes the use of live viruses or their DNA, in 
the case of HIV or the ability that some protozoa have 
to depress, evade, or inactivate, the protective immune 
response. An effective vaccine must induce both the 
humoral and the cellular branches of the immune 
system, and in addition to considering the entire 
biological cycle of the causative agent. In this 
contribution, several novel strategies to develop 
vaccines against amebiasis and AIDS are discussed. 

\ 

Key words: Vaccines, parasitic discases. 

causadas por parásitos, las cuales están aún en 
pleno desarrollo. 

De acuerdo con Adrián J. Ivinson" existen Ires 
conceptos sobre las vacunas modernas que de-
ben considerarse con especial atención para lograr 
los efectos benéficos deseados: (a) aspectos bio-
lógicas, (b) su costo/beneficio y (c) la cooperación 
internacional para aplicadas en la mayor cantidad 
posible dy personas en las áreas del mundo donde 
se les requere. 
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Nosotros ded icaremos es ta contr ibución a un 
tema relacionado con las característ icas biológi-
cas de las vacunas: su diseño, desarrol lo y resui * 
tados, sin pretender que ésta sea una revisión 
exhaust iva. Nuestro objetivo es sólo presentar al-
gunos ejemplos sobre las estrategias más sobre-
sal ientes que se están abordando para desarrollar 
vacunas contra dos en fe rmedades importantes 
por su incidencia y mortal idad y que por las carac-
teríst icas biológicas de sus agen tes causales ha 
sido extraordinariamente difícil desarrol lar produc-
tos que protejan en fo rma segura , efectiva y dura-
dera. Estas dos en fe rmedades s o n el Síndrome de 
la Inmunodeficiencia Adquir ida (SIDA), causada 
por el virus de la inmunodef ic ienc ia humana (VIH), 
uno de los retrovirus más comple jos conocidos 
hasta ahora; y la Amibiasis, cuyo agente causal es 
el protozoario Entamoeba histolytica. El desarrollo 
de las vacunas contra el S IDA y enfermedades 
causadas por protózoarios está planteando a los 
investigadores difíciles y var iados problemas, que 
como veremos aquí, han requer ido de la mayor 
creatividad e ingenio y dedicac ión por parte de los 
investigadores, quienes han pues to a prueba los 
enfoques y tecnología más modernos y variados. 

V a c u n a s con t ra e l S IDA 

I importancia epidemiológica del Síndrome de la 
Inmunodeficiencia Adquirida 

| El SIDA es una enfermedad extendida en todo el 
m u n d o y sus tasasde incidencia y mortalidad van en 

I aumento. Durante 1997 se infectaron en el mundo 
5.8 millones de personas con el virus del SIDA (VIH). 
Se est ima que a principios de 1998 había en el 
mundo 30.6 mil lones de personas VIH-positivas. 

I Más de 40% de estas personas eran mujeres y la 
mitad de ellas tenia una edad de 15 a 24 anos.2 

^ Características generales del VIH 

1 El V I H e s un reirovirus Su g e n o m a esta consti-
® tuido por RNA, el cual se repl ica por medio de un 

DNA intermediario de doble cadena , dentro de la 
célula blanco. El vn us está envuel to por una cubier-
ta por la membrana plasmál ica de la célula blanco 

que cont iene gl icoproteínas d e cubierta (Gp 160 y 
Gp41 ), cod i f i cadas por el prop io virus y que le sirven 
como m e d i o s d e reconocimiento y anclaje a recep-
tores e s p e c í f i c o s , en p r ime ra instancia a los 
macró fagos c i rculantes y después a los l infocitos 
CD4* G p 41 es responsable de la fusión de la 
m e m b r a n a del virus con la d e la célula b lanco J. 
Dentro d e la cub ier ta se encuent ra el genoma con 
un t a m a ñ o de 9.2-kbp y la transcriptasa reversa, 
encargada de sintet izar la dob le cadena de DNA, 
usando c o m o templado el genoma original del 
vinas, i nmed ia tamente después de la in fecc ión. 3 

Desde el punto de vista inmunológico, el producto 
gènico m á s impor tante es el de env, que codifica 
para las proteínas de cubier ta Gp 120 y Gp 41. 

Ciclo biológico de VIH- í 

El vir ión VIH-1 rodeado de la glicoproteina de 
cubierta G p 120 se une a dos co-receptores de 
superf icie de los macrófagos circulantes: CD4 y 
CCR5.4 Las membranas celulares se fusionan, y el 
virus ent ra a la célula. Entonces se liberan el genoma 
y la t ranscr iptasa reversa virales. La transcriptasa 
reversa sintetiza una copia de DNAdedob le cadena, 
la cual ent ra al núcleo y se integra al DNA celular. En 
este estado el VIH se l lama provirus. Después se 
sintetizan y ensamblan las proteínas de VIH dentro 
de las célu las infectadas y el virus adquiere una 
cubierta l ip id ica, la cual contiene numerosas copias 
de G p 1 2 0 y Gp 41 y abandona las célula mediante un 
proceso de gemación.8 

Vacunas contra el VIH6 

El d iseño de una vacuna capaz de proteger 
contra el S IDA s igue s iendo un reto lan grande 
como cuando el virus estaba recién descubierto. 
Algunas de las razones más sobresalientes son 
las siguientes: 
(a) La respuesta inmune natural no destruye al VIH 

y se fo rman reservorios de éste, principalmen* 
te en el cerebro, en células de la microglia. 

(b) Ha sido necesario evitar el uso de virus comple-
tos vivos, a tenuados o muertos poique ésos 
representan un peligro potencial parfi las perso-
nas. 



La proleína de cubierta Gp 120 puede mutar con 
el tiempo y unirse tanto a los co-receptores CD4 y 
CCH5 como a los t lmocitos portadores de C04* (T 
CD4) , y de u n oofactor l lamado CXCR4 como a los 
cofactores C D 4 y CCR5 de los macrófagos, como 
ocurre en la fase inicial de la enfermedad. En la tase 
tardía del S IDA la mayor parte de los virus pueden 
cambiar su a f i n idad exc lus i vamen te por los 
correceptores de los l infocitos T CD4* y convertirse 
en "T-trópicos". En este estado los virus destruyen a 
las células T infectadas, contribuyendo fuertemente 
al colapso del sistema inmune y al surgimiento de la 
fase clínica de la enfermedad4 . Actualmente se 
conocen seis co-receptores más, además de CCR5 
y CXCR4. En todos los casos el virus VIH se une a 
CD4 y a uno de los otros factores.* 

Vacunas para estimularla respuesta humoral 

Este tipo de vacúnasela probado su eficacia para 
combatir enfermedades como la poliomielitis, el sa-
rampión y la influenza. En el casodelSIDAIosdiseños 
de vacunas más sobresalientes son los siguientes: 

Proteínas de cubierta (Env). La mayor parle de 
este tipo de vacunas cont ienen proteínas do la 
cubierta viral o parte de éstas, porque siendo estas 
proteínas necesarias para la unión del virus con la 
célula blanco, al unírsele anticuerpos específicos 
neutralizan su función y el virus es incapaz de 
infectar. Estas vacunas, dirigidas contra Gp 160, o 
contra Gp 120 y Gp 41 (que se derivan de la 
primera) ya han sido probadas en voluntarios hu-
manos y se ha o b s e r v a d o que se generan 
anticuerpos capaces de neutralizar virus vivos, 
eliminando su habil idad para infectar macrófagos 
humanos in vitro. Sin embargo, estos anticuerpos 
sólo reconocen a las cepas de VIH que se usaron 
en las vacunas. Cuando se usaron cepas aisladas 
de pacientes estas vacunas fueron ineficaces. 
Entonces, las proleías de cubierta puras parecen 
no ser los mejores candidatos para la vacuna. 

Virus completo? 

Los virus comp ?tos '"nuerios. podrían p'esen-
lar al sistema inmune una forma más nalurai de las 
proteínas de la cuber ía , y por lo tanto estimular la 
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producción de ant icuerpos más ef icaces para neu-
tralizar la capac idad de infectar del VIH. Sin embar-
go, este en foque impl ica el peligro de inocular 
eventualmente virus act ivos o el material genético 
residual, que es potencial mente pel igroso. Por lo 
tanto debe rá tenerse un especial cuidado para 
inactivar a los virus; y por otro lado, un tratamienlo 
demasiado estricto para inacl ivara los virus podría 
hacer a la vacuna menos efectiva, porque podría 
desprendery el iminar a las proteínas dé la cubierta-
Este es un buen enfoque, aunque deberá resolver-
se el p rob lema de la estabil idad de las proteínas de 
cubierta. 

Pseudoviriones. Estas son estructuras artificiales 
parecidasa los virus. Son esferas lipídicas vacías que 
sólo portan a la Gp 160. Estas estructuras son muy 
seguras porque no tiene lacapacidad de infectar ni de 
hacerse reproducir por las células blanco. Sin embar-
go no es fácil fabricar pseudoviriones estables, aun-
que hay muchas esperanzas para lograrlo en un corto 
plazo. 

Vacunas para estimular la respuesta celular 

Las cél u las citotóxicas reconocen epitopos. Los 
cuales s o n f ragmentos de los ant igenos presenta-
dos a los l infocitos T C D ^ ' e n la superf icie de las 
células infectadas. Estos epitopos, en el momento 
de ser presentados, están ensamblados en les 
antígenos HLA, clase I. En este caso, no sólo los 
antígenos de superf icie, si no también las proteínas 
internas pueden ser procesadas y presentadas a 
los l infocitos citotóxicos, En el caso de la vacuna 
contra el S I D A se deben seleccionar células espe-
cíficas que sinteticen y expongan uno o más de los 
epitopos provenientes de las proleinas cuya sínte-
sis es di r ig ida por el virus. De esta f o r m a s e podría 
inducir al s istema inmune a montar una respuesta 
contra todas las células infectadas que presenten 
en su superf ic ie dichos epitopos. 

Vacunas con vectores vivos. Esta modalidad 
de vacunas aprovecha la capacidad de ciertos 
virus (no VIH) para invadir células. La estrategia 
consiste on Insertar genes del virus del VIH en 
estos virus, que rio son patógenos para el hombre, 
pennit iendo qu« estos agentes l iberen dentro de 
las cé lu las los yer ieb que codi f ican para los 
ant ígenos inductores de la respuesta inmune 
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protectora. La célula entonces produce las pro te í -
nas v i ra les, las reduce a epitopos y es tos s o n 
presentados en su superficie para activar a los 
linfocitos T , los cuales se activarán y f o r m a r á n 
células d e memor ia, los que estarán l istos p a r a 
combatir u n a infección por VIH. Uno de los v i rus 
más usados para esta estrategia es el virus de la 
viruela de los canarios, un virus relacionado c o n el 
virus de la v i rue la humana, el cual ha sido t ransfor -
mado con los genes del VIH que codifican pa ra las 
proteínas d e la cubierta y para proteínas in te rnas , 
como Gag ( la proteína del núcleo viral y la p ro teasa . 
Estas vacunas son seguras y despiertan una déb i l 
respuesta celular . La respuesta se ha m e j o r a d o 
haciendo produc i r a los virus vectores un m a y o r 
número de cop ias o una mayorvariedad de pro te í -
nas del H IV dentro de las células infectadas por e l 
virus vacuna l . 

Péptidos. Se ha intentado despertar la respues-
ta inmune celu lar inyectando péptidos, pero és tos 
pueden degradarse antes de llegar a su dest ino. La 
inducción de la respuestalnmune por este t ipo de 
moléculas podr ía incrementarse usando me jo res 
adyuvantes. 

DNA desnudo. En primates y ratones la v a c u n a 
ha es t imu lado la respuesta de linfocitos T y e n 
algunos exper imentos ha protegido a los an ima les 
de la infección. 

Estrategias combinadas. Las estrategias m á s 
efectivas s o n aquel las que estimulan tanto a la 
respuesta ce lu lar como a la humoral. Por e jemplo , 
un programa de vacunación de éstos podría inic iar-
se con un v i rus de la viruela de los canarios por tan-
do el gen q u e codif ica para las proteínas de cub ier -
ta, para es t imu lar la respuesta celular, y m e s e s 
después el m i smo paciente podría recibir la G p 1 2 0 
pura, para est imular la respuesta humoral. C o n la 
primera v a c u n a se prepara a las células para u n a 
infección y c o n la segunda se refuerza. 

Ya se ha hecho las primeras pruebas en se res 
h u m a n o s c o n este enfoque, pero se u s a r o n 
antígenos d e vir J S preparados en el laboratorio y se 
obtuvo una respuesta débil 

VIH y VIS modificados mechan--? ingeniería gótica 

Muchos invest igadores siyue'i pensando que el 
uso de virus del VIH vivo es la mc-iorformaOe inducir 
una respuesta proteclora Par?, ello han es tado 

>r 

deletando sistemáticamente varios de los genes 
que este virus usa para replicarse. U n protocolo 
con médicos voluntarios se está l levando a cabo 
para probar esta vacuna. 

Por olro lado se ha observado que el virus de la 
inmunodeficiencia de los primates, ma l l lamados 
simios (VIS) atenuados ha resultado seguro y de-
mostrado su capacidad para inducir una respuesta 
protectora notablemente efectiva en estos anima-
les. Sin embargo, en algunos casos estas vacunas 
han inducido síntomas de inmunodeficiencia, aún 
en animales no retados con el virus silvestre. 

V a c u n a s con t ra am ib las l s 

La amib ias is es causada por Entamoeba 
histolytica. Se est ima que afecta a 10% de la 
población mundial,7 pero es muy probable que 
estas cifras tengan que reconsiderarse en un futu-
ro cercano debido a que E. Dispar{una especie no 
patógena) también parasita al intestino humano, y 
hasta hace poco t iempo no se le distinguía de la 
primera.6 Se estima que la amibiasis es causa 110 
mil muertes al año.9 

Las dos observaciones más generales acerca 
de que E. histolytica es capaz de despertar una 
respuesta inmune son: (a) ^ue la frecuencia de 
reinfecciones por E. histolytica en pacientes recu-
perados de absceso hepático amibiano (AHA) es 
muy baja1 ' y b) que los animales de laboratorio 
vacunados contra E. histolytica desarrollan una 
respuesta protectora contra abscesos hepáticos 
amibianos (AHA) o lesiones intestinales cuando se 
les inocula «xper imentalmentecon amibas virulen-
tas o disentería amibiana, lo cual discutiremos más 
adelante. Sin embargo el diseño de una vacuna 
confiable contra la amibiasis plantea una serie de 
dif icultades, que deberán superarse para lograr el 
objel ivo deseado. 

Deben además tomarse en cuenta dos aspec-
tos muy importantes de la biología de E histolytica: 
su ciclo biológico y la capacidad que estos parási-
tos l ienen p.ua evadir la respuesta i n m u n e / 

Cs muy importante considerar el ciclo biológico 
complejo dC'i agente causal, como está sucediendo 
con el desauollo de la vacuna contra la malaria" 
porque de esia manera se incrementa la posibilidad 
d e identifica' un mayor número de antígenos capa-
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cas de despertar un respuesta inmune protectora y 
el número de oportunidades para interrumpir ^ i cho 
ciclo. Los agentes causales de la malaria s o n varías 
especies de Plasmodium, cuyos ciclos biológicos1 5 

son mucho más complejos que el de E. histolytica. 
El ciclo biológico de E. histolytica consta so lo de dos 
fases, una trófica, invasora y causante de la destruc-
c ión de tej idos (el trofozoíto) y otra infectiva, el quiste. 
El t rofozoíto ha sido intensamente estudiado, pero la 
Biología Celular y Molecular de los quistes es prác-
t icamente desconocida, fundamentalmente por la 
falta de un medio de enquistamiento mas ivo en 
condic iones axénicas para E. histolytica. S in embar-
go se han hecho algunos avances en es te sentido. 
En 1980 desarrollamos un medio eficiente, confiable 
y q u e además permite que las amibas inicien espon-
t á n e a m e n t e el enquistamiento en cond i c i ones 
axénicas, pero con una pared débil.1 ' Ac tua lmente 
hemos desarrollado un nuevo medio donde las 
amibas forman una pared muy resistente, que con-
tiene quit ina y cuyas características morfo lóg icas 
son prácticamente iguales a las de los quistes 
naturales. Pero en tanto no se obtenga un p leno éxito 
en los esfuerzos paraproducirquisles de E. histolytca 
in vitro todos los esfuerzos para desarrollar vacunas 
contra E. histolytica tendrán que seguirse concen-
t rando en los antígenos de los trofozoitos. 

Los trofozoitos de E. histolytica t ienen un nota-
ble habi l idad para evadir la respuesta inmune, 
i nmov i l i zando , ' 4 degradando an t i cue rpos ant i -
an t ígenos de superficie de las amibas1® y ejercien-
do un efecto inmunosupresor. Esto ú l t imo en los 
pr imeros estadios de la infección.9 Por lo tanto, las 
vacunas que se desarrollen tendrán q u e conside-
rar todas estas características de las a m i b a s para 
lograr una respuesta inmune eficiente. 

Las vacunas contra la amibiasis están en pleno 
d e s a r r o l l o y todavía lejos de estaren condic iones de 
u s a r s e masivamente en beneficio d e la humanidad. 

Cons ide rando que tanto la respuesta humora l 
c o r r o la celular del sistema inmune son importan-
tes.'1 es posib le que la vacuna máb efect iva contra 
la amib ias is tenga también que esi»nular a ambas 
ramas del s istema inmune. 

(- igunos de los trabajos que enseguida c i tamos 
presentan só lo los resultados iniciales, q u e refuer-
zan a idea de que es posible oblene - ima respuesta 
hurrora l . tanto en la luz intestina., c o m o en oí 
torrente circulatorio y también una respuesta celu-
lar protectora. Algunos otros presentan ya los re-

sultados alentadores con vacunas experimentales 
en anímales. A continuación presentamos a lgunos 
ejemplos de todos estos enfoques. 

I nducc i ón de la respues ta humora l u t i l i zando 
t ro fozo i t os comp le tos usados Como i n m u n ó -
g e n o 

Trofozoitos completos 

Jaín et al. Obtuvieron un cierto grado de prolección 
en cobayos preinoculados con un número relativa-
mente bajo de amibas vía íntracecal y luego retados 
con un inoculo 80 a 100 veces mayor, también por v í a 
intracecal o intramuscular.16 Otros autores observa-
ron incremenlos significativos en los títulos circulan-
tes'7 y coproanticuerpos , eanti-£ histolytica después 
de inocular animales de laboratorio con trofozoitos 
fijados con glutaldehido. La respuesta inmune humo-
ral se incrementa notablemente cuando se utiliza l a 
toxina del cólera como adyuvante" 

Transferencia de pasiva de inmunidad mediada 
por células 

\ 

Las células pentoneales de hámsteres inocula-
dos vía intradérmica con amibas vivas son c a p a -
ces de proteger contra la infección experimental a 
hámsteres no inmunizados.'9 

Protección con anticuerpos monoclonales 

Un anticuerpo monoclonal dirigido contra u r 
lipofosfogíicano de E. histolytica llamado EH5 fue 
capaz de proteger contra AHA a ratones inmuno-
def ic ientes." 

A n t í g e n o s recombinanates 

Uso de cinu'genos pío diseñados 

MBP/SRHEP-C1A2(SRHEP-H)esunan t igenc 
que contiene fragmentos de las siguientes 3 proteí-
n a s : S R H E P {Senn rieh Entamoeba histolytica 
protein), M B P (m.iltose Dinding protein) y \a 
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subunidad de la toxina del có le ra C T A , , conoc ida 
por su capacidad de inc rementa r la respuesta 
inmune hacia otros inmunógenos . E s t a vacúna 
molecularindujo un incremento e n l a p r o d u c c i ó n de 
IgA en mucosas y de IgG e n s u e r o c u a n d o se 
administró por vía oral a ra tones . 

Vacunas anti E/histolytica c o n s t r u i d a s en vehí-
culos moleculares vivos. 

A n t i g e n o s r e c o m b i n a n t e s e x p r e s a d o s en 
Salmonefía typbi atenuada. 

Se transformó con un p lásmido po r tado r de una 
secuencia de DNA que cod i f ica para u n segmento 
de GalNac a la cepa SL5928óe Salmonella Dublín. 
Gal Naces una lectina local izada e n la super f ic ie de 
los Uofozoítos de E. histolytica que s e inhibe en 
presencia de galactosa/N-acety lg lucosamina. Esta 
lectina juega un papel f undamenta l e n la lisis por 
contacto que producen las a m i b a s s o b r e sus célu-
las blanco. Cuando se inocu ló por v í a oral a un 
grupo de gerbos con estas bac te r ias s e consiguió 
una disminución hasta de 9 0 % en el t a m a ñ o de los 
abscesos hepáticos en comparac ión c o n los testi-
gos no inmunizados.0 

Zhang T y Stanley Jr. i nmun iza ron ra tones con 
salmonetes vacunales typhi ( Acya, Acrp , Aasd), 
las cuales tenían inactivos los genes que codif ican 
para la adenil ciclasa (cya) y e l receptor del A M P 
cíclico (crp). Esta cepa fue mod i f i cada mediante 
ingeniería genética para que sintet ice S R EHP/MBP. 
Los anticuerpos IGg ant i -SREHP se inc rementaron 
10 veces en suero con respec to a los test igos no 
inmunizados.2 3 

Algunas contribuciones de nuestro grupo 

Nosotros hemos ded icado nues t ro pr incipal 
esfuerzo a la identificación y pur i f icac ión de facto-
resdevirulenciade E. rt/sfo/yf/cayalenquistamiento 
de este protozoario en cond ic iones axénicas. Ya 
antes comentamos la importancia de un método 
para enquistar masivamente E. histolytica in vitro. 
Enseguida comentaremos a lgunos de los avances 
que hemos tenido para identif icar, purif icar y clonar 
estos factores, los cuales podr ían servir para in-
vestigar si esias proteínas a m bianas completas o 
algunos de sus epílogos son capaces de inducir 
una respuesta inmune humoral oce lu la i en anima-
les de laboratorio. 

Hemolisinas 

Se ha sugerido que la actividad citolí t ica de E 
histolytica j uega un papel determinante en la habi-
lidad que estos parásitos tienen para destru i r a las 
células b lanco. Nosotros encontramos que la acti-
vidad hemol í l ica en extractos libres de cé lu las esta 
relacionada con la virulencia de las cepas2 4 Se han 
ident i f i cado var ios fac to res c i to l í t i cos de E. 
histolytica, entre ellos una actividad depend iente 
del potencial de óxido-reducción25 y fosfo l ipasas 
A . M T a m b i é n encont ramos fos fo l i pasas A, y 
l isofosfol ipasas en la misma fracción subcelu lar 
membranal de las am ibas . " Las fosfo l ipasas A, 
son también citolíticas en algunas espec ies de 
protozoarios parásitos y las l isofosfolipasas inhiben 
la autodestrucción de las células des t ruyendo a los 
l iso-derivados que las fosfolipasas A, y Ag produ-
cen cont inuamente. Por estas característ icas pen-
samos que estas tres enzimas son buenos candi-
datos para producir vacunas, induciendo la produc-
ción de anticuerpos contra estos factores de viru-
lencia para inactivarlos y eventualmente despertar 
una respuesta celular contra las amibas portado-
ras de estos antigenos. Con esta idea en mente 
hemos purif icado la principal fosfol ipasa A j de E. 
histolytica, la cual es máxima a pH 8.4, y Caz* 1 
m M a y c lonamos una secuencia de c D N A que 
codifica para una citolisina*Jependiente de activi-
dad de fosfol ipasa Az (manuscrito en preparación) . 
El siguiente paso será investigar si estas proteínas 
son capaces de inducir protección en an ima les de 
experimentación. 

Por otro lado, investigaremos si los qu is tes que 
se forman espontáneamente en nuestro med io de 
cultivo (PEHPS) son capaces de inducir una res-
puesta inmune protectora contra amibiasis intesti-
nal o absceso hcoático amibiano en an ima les de 
experimentación 
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Introduction 

Diamond described, in 1978, a medium for the axenic culti-
vation of Entamoeba histolytica, called TYl-S-33 ill . Later, 
we developed another mediiin called PEHPS (2). The ma-
jor constituents of these media are yeast extract, and liver 
and pancreas extract, respectively. Serum is an essential 
component ot both. Preliminary data suggested that E. his-
tolytica requires lipids to grow that are mainly supplied by 
serum. We recently described a protozoa axenic cultivation 
serum replacement (PACSR) (3) that contains Diamond's 
v¡tarnin-Tween 80 mixture (1), amino acids, and a lipid-rich 
cholesterol preparation (LCR). This preparation contains li-
poproteins, free cholesterol, phospholipids, and fatty acids 
(5). E. histolytica grew vigorously in PEHP or TYI basal 
media supplemented with PACSR for up to 3 years, but not 
in die presence of LCR, although the* parasites survived 
tor up to 72 h (3). This strongly suggests that F. histolytica 
requires an external source of lipids and/or lipoproteins, in 
addition to vitamins and amino acids. The objective of the 
present work was to determine whether E. histolytica is able 
to use free cholesterol, phospholipids, or fatty acids 

Materials and Methods 

E. histolytica strain HK9 strain was used in this studv 

Amebic cultures. Glas* s>crewc;ip tub?- <13 X I'M) mm) 
containing 5 mL TYI-S-3? (I i. PEHP>C). I'FHP or TYI 
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were supplemented with PACSR instead of bovine serum 
(4). Immediately afterward. IU4 trophozoites/mL were inoc-
ulated and incubatcd for 72 h at 36CC. Subsequently, ame-
bas were harvested and counted with an hemocy to meter (2). 

Experimental media Tubes containing 5 mL PEHP were 
supplemented with Diamond's vitamin-Tween 80 mixture 
and Earle's amino acid solution (5) and 5 ^L of the follow-
ing lipids (dissolved in absolute ethanol): cholesterol (100 
mg/mL); oleic (17 mg/tnL), linoleic (58 mg/mL). linolenic 
(17 mg/mL) arachidonic (17^ mg/mL), ot docosaliexanoic 
(17 mg/ml.) acids; phosphatidylcholine (67 mg/mL); lyso-
phosphatidylcholine {10 mg/mL], and sphingomyelin (26 
mg/mL J. Groups of three tubes were formed, and each was 
mixed with one of the lipid blends described in Table I or 
was added rcparacely. All tubes were inoculated with l(P 
trophozoites'ml., incubated, and counted. All analyses were 
performed three times, in triplicate. 

Results and Discussion 

Trophozoite-- incubated in control media (containing 0.Mi 
etlianoli givw well, teaching densities of 24,3 ± 3.7 in PL 
HPS and oi U.O ± 2.68 in PEHP supplemented wiiti PACSK 
In tlie preNi'iicc nl any combination of free lipids, ameh i\ 
died within 12 li ci incubili ion. On the other hanvl. cult m 
maintained in media supplemented with 360 pij lipopr"-
toiii- i iv.i lied ilon̂ iiios quantitatively comparable m o-
imU I ; I I I \ M I ,ii I'LHI'S plus 'I. I'X- cilmnol (data I M vlmwu 

In o'IKlii "'li. I' httfolrittu HK9 Mrain is unable in uve ti -
clu'le îeii'l | limolilo! I | I K I N , N R I ally uv'nls under axenic coiv 
lions 'iliclc -̂. as unichas were able io jim in the pi. • 
enee <>1 li|>'i'ioion^ under mutilar experimental \vmliii>in-
tlic-e I'.iiii-'iK pi'"(o/CM po^ihly need an esternai <011 ree 

OlHH-UtN/mlM fr«,ut .».wer. Ctii« nj;l« fi ! "0 IMSS. |\r -hol In l'.lvc- 1er Soi-iv* IIIS 

PII Sl>IHî;.44f)Vi00|l'01l4:-2 
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resulting leaf cell suspension was filtered through gauzes of 
double thickness to remove residues. The cell suspension 
was washed three times with RPMI by centri(ligation at440 X 
g for 10 min. The pellet of leaf cells was suspended in a 20-
fold volume of RPMI. Subsequently, the cells were dis-
rupted by an ultrasonic processor (GE 50, Somes and Mate-
rials, Inc.) for 30 min at 4°C. The extract was centrifuged at 
15,000 X g for 20 min at 4°C and the supernatant fraction 
was sterilized by filtration (Millipore membrane filter; pore 
size, 0.22 mm). Ferredoxin content was assayed by the 
method of Buchanan and Amon (5). Usually the sterilized 
fraction was added to YIGADHA-S at 0.3% (v/v) for culti-
vation of E. dispar. Further purification of f o T e d o x i n was 
attempted by DEAE cellulose chromatography (5). 

Results and Discussion 

As previously mentioned, one strain (CYNO 16 TPC) be-
gan to grow in YIGADHA-S without any culture associates 
(protozoan, mammalian, plant, or other micro-organism 
cells) after a 3-month culcure with 10% formalin-fixed C. 
fascicular and a subsequent 3^nonth culture with 6-phos-
phogluconale, which is an intermediate metabolite of the 
pentose phosphate cycle and Entner-Doudroff pathway. 
However, four other strains (SAW1734R clone AK, CYNO 
09:TPC, AS2IR, and AS 161R) needed a culture supplement, 
such as metabolically inactive sterilized C. fasciculata, for 
in vitro growth. 

Based on these data, we attempted to examine the 
growth-pro moling effcct of plant ferredoxin, as iron-sulfur 
redox proteins are present in mitochondria, chloroplasts, hy-
rogenosomes, and bacteria, although with differences in the 
chemical structure of the iron-sulfur centers. We found that 
the supernatant fraction isolated from tlie extract of spider-
wort leaf cells allowed successful cultivation of all five 
E. dispar strains at a similar growth rate (FigureI). 

Determination of the ferredoxin content of the extract of 
spiderwort cells resulted in about 0.27 pmol/mL, which is 
equivalent tu 3.2 nig/inL if the molecular weight (MW) yf 
spiderwort fenedoxin is assumed to be 12.000. similar to 
spinach fenedoxin "I hough measurement of ferredoxin 
content of the supernatant fraction of the spiderwort extract 
was not possible by the method employed, it could be puri 
fie<j from this fraction k\v DEAE cellulose chronuuuyr;i|ili\, 
which was confirmed b\ spectrophotometry analysis Thus, 
there is little doubt Ihjl the supernatant ftMcnou contained 
ferredoxin. Preliminary --Uidie> on ferredoxin luithcr pun-
ned hy column chromati'iiuiphy demonstrated linn it signif-
icantly promoted growth of L di^/xu- (SAW I7/4R clone 
AR, und AS2IKI. Tu d:»ic (M.i\. 20001. these five strain- <.'1 
lr„ tits/jur Uave liven sikvesMully subculture^ lui \J iikuiiIis 
with the supernatant lucti'Vi of the spKlenvori eMuict 
Among these subeuliuics. one strain (CYNO ()9:Tl'Cl 
«lined to grow well in ^ 1GAOHA-5 without suppkmaii-

•3 
e a 

o Z 
SAW 1734 done AR 
AS'IB 
ASU1R 
CYNXJ 0»:TPC 
CYNO 1S:TPC 

48 

lire 

72 96 

Figure | . Growth kineiics of five strains of E dispar supplemented wiih 
the supernatant fraction of leaS cell «tract of spiderwort (C/»nmeliiia <-om-
inwiu L) m YIGADHA-S. 

ing the supernatant fraction, very similar to the axenic 
CYM016:TPC suain. 

Furthermore, the AS2IR and AS16IR strains are also 
being adapted to YIGADHA-S without adding the superna-
tant fraction. These results led us to envision that ferredoxin 
regulates one of the abilities of E. dispar for adaptation to 
the axenic culture conditions. B'^chemical, molecular, and 
ultrastructural studies of these E. dispar strains are also 
being conducted. 
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Tabic 1. Composition of media containing different combinations <tf 
free lipids" 
Lipid blend Lipids added to lipid (eft medium* 

CHOI- PC LPC SM l.O ARA LNO Ot- DOCO 
n + + + + + + + + -

it + + + + + + + - + 
in + -t- + + + + - +• + 
IV + 4- + 4 + - + + + 
V + + + + - + + + 
VI «- + - + + + + + 
vii + + - 4- 1 + + + 
VI» + - + + + + + + + 
IX - + + + + + + + 
X + + + + + + + + + 

' Culture tubes containing 5 mL PEHP o< TYI basal media supplemented 
with amino acids and vitamins were added with 5 nL of each lipid solution, 
as this table indicates. (+) = added; (-) = nonadded. The free lipids 
tested in these experiments ure components of a lipid chokslcrol-neh com 
mercial preparation (LCR) and of a protozoa o«euic cultivation serum re-
placement (PACSR). Tlieir final Qjiiceiitrauous were the same in experi-
mental and in control media (PEHP/PACSft or TY1/PACSR):b The lipid 
wst m«diurn was fEHf basal medium supplemented with Diamond s vita-
min-Tveen 80 miitute and Earle's amino acid solution. 

Abbreviations correspond to the following lipids: CHOL • cholesterol: 
PC = phosphatidylcholine; LPC — l̂ sophosphatidylcimliiie. SM — sphin-
ecrmvelin; LO = linoleic acid; ARA = arachidonic acid; LNO = linolenic 
acid: OL - oleic acid, and DOCO = doeosahexanaic acid. 

lipids structured as lipoproteins or integrated to cell mem-
branes. These possibilities need la be further analyzed. 
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Introdiatinii 

Human infection with Entamoeba histolytica can take two 
paths: it can either develop an invasive form of the disease, 
or the infected individual may remain asymptomatic. In the 
last two decades, arlumber of virulence factors were identified 
and characterized in E. histolytica. The interaction between 
the amebic trophozoite and (he fnammalian target cells can 
be separated into two main stages: (a) the specific recogni-
tion and attachment of the parasite to the mammalian cell, 
which is mediated by a number of surface adhesins, the 
main adhesin being the well-studied Gal/GalNAc-specific 
lectin, and (b) a number of effector molecules, such as the 
amebapore and the cysteine proteinases, which can cause 
damage to host cells. Despite the remarkable progress of re-
cent years, it is still not clear whether all the virulence fac-
tors that participate in causing the disease in humans have 
been identified. Furthermore, we still do not understand, in 
molccular lemis, the variations that exist between E. his-
tolytica strains of low and high virulence and the modula-
tion of the expression of certain virulence factors in the 
same strain by external faaun> such as nutrients, bacteria, 
and/or other host factors. 

Our recent result:- oh "lined from investigating (a) the 
avirulent E. histolytica strain Rahman, (b) the avirulent tro-
phozoites of strain HK-9 nionoxenically grown with Es-
cherichia eeli 055, and (c) the three avirulent iransfectauts 
ol" ¡»train HM-1 :IMSS in »vhkh the evpiession of a virulence 
(actor was selectivcl\ inhibited by antisense RNA clcarly 
indicate lliai palhogcnc5i> in £. hitflytim is the result ol 
the concerted pditieipatkm el numerous coilajjoncnls. 

Ail«Jl«>s K'pllll U'̂IKV- I.» I)_. J Mlivl'li -M I k'l • II l Ilk il l'I Hl l'I' rJI, . 11 
(. 'I io ulivi! v. \\ ,.um;u]ri lri-;i:uu- • -vie'*--.'. K.-ho« • i 7(i [ • I. | —a a 1 I .-I 
i-'J7Jl (Hi i»;.J~|S|l. I \ \ I-"J7; («I '1K. -:S(, | mal 
I l.i1. kI Mill 1111.111̂ i/lll.:.ltl K* ll 

ÎYwi'ïi'i'J .milmi Mm • * 

Materials and Methods 

Avirulent E. histolytica strain Rahman. The three main vir-
ulence factors, i.e.. the cysteine proteinases, the 170-kDa 
heavy subunit of the Gal/GalNAc-specific lectin, and die 
ainebapore of the avirulent, axenically grown E. histolytica 
strain Rahman are all expressed at similar levels as in viru-
lent strain HM-1:IMSS. On the other hand, a number of 
other components were found to be present in lower 
amounts in strain Rahman. One of the well-established 
characteristics of many pathogenic microbes is the presence 
of complex carbohjdrate layers on their cell surfaces. Anal-
ysis of the amcba surface lipophosphoglycan (LPG) of 
strain Rahman have shown that it significantly differs from 
strain HM-1:IMSS in that it cont^jns only 10% of the LPG 
content and is devoid of the long, branched (a 1-6) glucose 
oligosaccharide chains (1,2) The lack of LPG in strain Rah-
man suggests that these complex macromolecules may play 
a role in amebic pathogenesis. The abscncc of branched oli-
gosaccharide chains also suggests a mutational defect in the 
biosynthesis of LPG. and to identify putative inactive 
gene(s), we have compared by representation differential 
analysis (RDA) the identity and levels of RNA transcripts 
produced between >tr.un Rahman and (he we 11-established 
virulent strain HM I IMSS (3) Three genes were found to 
be undcrrepresenied in strain Rahman. No clue is yet avail-
able for the down regulation of die first gene coding for an 
S-adeiiosyllioinoi.} X V I H C livjiolasc The second gene, 
which codes for the .iIiIom: 1 -e|>itnerasc, has not yet been 
studied, and could (viliaps Ix inxolvcd in the defect of the 
l.l'G molecules in i'.>|'lio/oite> oi' ihe avirulent strain Rah-
man (see r r c v i ° l l s " ention nf this) The third tinderrepro-
seined sicii.' vv;is di. :--ln miIhiiih i o k H u ) ul die G jI /G jI -
MAe->|Hvi"ie loitir lulivule llun is linked, via .ill 5-S 
bond. tn the lica\ •< • i-kl).i i MIIhuih. iiikI luiv .i Cil'l uneior 
M die Hfcii.biane S iimii;.'U the levels ul ihehea-.v >jb-
uiut 1170 J.Da) oi il\ i ;al/(;.ilN.\e-leeiin and ilie adherence 
propen ics '.o niamn ,.m cell* ,>1 vuain Ualnnan were sirni-
l,ii ti> ihost inuiid in • .mi 11M I. IMSS. These I indin _s sli«-
^evied iliat the lm\. \piesvu<n ul die h;Jii siihiinit eojld 

niMM-MN/OOS soc tallii «Ii.iliv-r C,'j'\ri^lil l. J'KH IMNS ('»ihliMK-.ll« I-Incvk-c Noun* lue. 
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Identification of Seven Chemical Factors That Favor High-Quality Entamoeba 
histolytica Cyst-Like Structure Formation Under Axenic Conditions 
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Introduction 

The biological^cycle of Entamoeba histolytica consists of 
two stages: cyst (infective form), and trophozoite (invasive 
form). While the molecular and cell biology of trophozoites 
has been intensively studied, encystation is still poorly un-
derstood. This fact is mainly due to the absence of a culture 
medium that permits massive encystation under axenic con-
ditions. We previously pointed out that E. histolytica spon-
taneously forms cyst-like structures (CLS) in PEHPS cul-
ture medium. "Ihc wall of most CLS did not resist the lytic 
effect of 0.4% sodium dodecyl sulfate (SDS) (1). Notwith-
standing, when PEHPS was supplemented with an Mg24" 
(1.22 tnM), Mrr* (14.44 mM), and Co^< 19.44 inM) ion 
blend, the CLS wall resisted 1<& SDS for 10 min, although 
these cells showed an irregular shape and a wrinkled surface 
(2). In this studs, with the aid of the Simplex method (3). we 
analyzed the effect of 10 factors on high-quality CLS for-
mation (HQ-CLS), under axenic conditions. 

Materials and Methods 

Ami'l'iix and cultivation methods. The E. hi'tofytim HM-1: 
IMSS strain wa> used in all experiments.. Twenty-live me-
dia were designed and tested with the aid of the Simplex 
IIK'HKHI modified for multiple variables ar.d mulii|ile re-
J.pOtlV.'S (3). 

1 IK study performed in four steps. I:, the HIM. ;t niti-
dis <il I I media oinuiinins: till 10 ghemic l';iet"iv under 

'• I. iv-vv iv-jinr1 i y,h i,lo( S.ml tan.1" < .-ni Ins«'--
Hi.i. • .1 IliouiO'li.. .<'1 N-'U'-U'. Av 2 ik- Mini \ S.u. 1- l \ 1. < '>il.<mn 
liiü.|Mi.lvíKi.i <»-"M Mumtfrro. \uv>" l.vv'in. M." • Ul • • 1 
,s I - :M lilts. I- 11 1 s;it>.lj< Us.i-V.l|V I1CI 

l'i -iiiiuj* «11K« 'i 11 .mo*.«i * "'iif.ikv-S.il.i/jr. 

study was tested, and the concentration of the factors pro-
ducing the worst and best results was determined. During 
the study, the concentraiiein of each factor in the previously 
mentioned media varied between a lowest and highest limit, 
choscn arbitrarily. The factors studied and their initial con-
centration limits were the following: bovine serum (0-1%); 
glucose (0-6%); sodium tetraborate (0-4 mM); MgCI2 (1-4 
mM); MciCl2 <1—10 iuMj, CoCl2 (1-10 mM); liver and pan-
creas exuact (0-2.5%) (J-), Diamond's vitamin mixture 107 
(0-0.0515:); phosphate (0-0.66 mM), and CaCl2 (0-4 mM). 
To conform the second set of media, the 10 factors produc-
ing the worst results in sep I were discarded, while the one 
(hat produced the best results was kept By taking into ac-
count the concentration of each particular factor in media 
producing the worst and the best results, a second set of 10 
new media were calcula:ed. Results obtained with each me-
dia from the second MI were compared with results ob-
tained wiih the best meua from the First set (3). By follow-
ing this procedure, foe: additional media were discarded 
and substituted by four new media, which conformed the 
third set. The corresponding results were compared with the 
results ot the former ir.sdia, discarding only one medium. 
The substituting medium conformed the fourth set. The 
study was finished wlua the lyiter media produced worse 
results than those prociL.?d by uuy of the former. 

All media were fre>':.[y prepared, using a basal medium 
(Casein peptone 2% ir double-distilled water). This me-
dium w;t> distributed ir VmL ;ihquots, in glass 16 x 125-
nnii M-iovop tubes. .m_ .ipiiiapi laic volumes ot e;ich of ihu 
provKiuvh described iv--poneni^ were added, rc;ichiiiii ¿1 ti-
ntil MiUnne of 12 ml. \ tulv- «ore gently Mined, immedi-
ately inoculated with I Id tmpluv.oiicv ;ind menhnted 
I'oi 7 d.n • ul WC. All v . .'niuit.ni""^ were nuidc 111 tnpliv.ite 
I 
//y-C7.s .-utltutiUm. I • : hiolojical cjuiilny ol HQ CLS 
pmilueed 111 caeli olilu. ~revum-l\ described niedi.i s\,1- cs 

DI,ss 111 WAX) $--.•; Iron! ni-uc. t'.vvnylil © 2<KK) l">' >S. IV.Mi.IKJ H>- IlISCMCI SOCIKC IIK 
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HLG 
B MgSO«-S 
• AEM 

2 3 4 5 

Nuclei pe r cyst 

F i g u r e 1. Quant i f ica t ion of Ihe number of nuc le i per cys t obtained » ith (he 
d i f ferent encysta t ion media. 

medium—69% in relation to inoculated trophozoites after 
4S-h incubation. With MgS0 4 - sc rum, low cyst yields were 
attained (33%). and similar percentages were obtained with 
AEM (35%). However, with the latter significantly reduced 
trophozoite and total cell (trophozoites plus cysts) yields were 
observed. I <ow yields in AEM medium could reflect the de-
struction of trophozoites after transference to such a medium as 
a consequence of osmotic shock (70 mOsm). Thus, a decreased 

number of trophozoites remain viable and able to encyst 
MgS04-scrum medium appears to lack some crucial compo-
nents, and the effect of temperature cannot be discarded. 

The number of nuclei in cysts were counted to assess cyst 
maturity in different media. Higher percentages of tetranucle-
ated cysts (25%) were attained with LG medium (Figure 1), 
immature cysts becoming gradually lower in these medium. 
On the other hand, uni- and binucleatcd cysts predominated in 
MgS04 scram medium, tetranucleated cysts being 15% of the 
entire population (Figure 1). On ly 17% of cysts were teininu-
cleated in AEM (Figure 1), uninucleatcd cysts predominating 
in this medium. Cysts possessing five or more nuclei were ob-
served in all media tested; they averaged 5% in LG medium, 
and were lower in the other two media. In some cysts, nuclei 
counting was impossible, especially in MgSOj-scrum medium 
(Figure 1). Differentiation of £1 iiivadeits in different media 
can afford us a better knowledge of events related with the 
amebic life cycle, including excystat ion. 
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(¡mated as a global quality index, which was def ined as the 
geometric percentage average of the following five HQ-
CLS char.kterl>:ics: resistance to 0.1 % sarcosyl lysis; rounded 
shape and a «"ill d iameter of 8 - 2 0 p.m: one or more well 
conserved nuclei: showing a smooth surface, and birefrin-
gence 

Results and Discussion 

The Simplex :> a very strong inductive method that allows 
procuring: the rest results by determining the relevant fac-
tors and ilieir optimal concentrations in a particular biologi-
cal system Accordingly, in the present s tudy we in-
cluded several chemical factors that influence wall synthesis 
of divcise microorganisms and the main components of PE-
HPS to i.lentit\ those that favored the HQ-CLS formation 
and then host concentrat ion range in the culture medium. 
The faetois that positively influenced HQ-CLS formation 
were tlu- following: glucose (2-4%): boron ( 1 - 2 mM); 

M g i + ( 1 - 2 m M ) ; M n " ( 4 - 6 m M ) ; C o 5 t ( 6 - 1 0 mM); C a i + 

( 2 - 4 mM) . and bovine serum (0 .5 -1%) . On the other hand, 
phosphates , vitamins, and liver and pancreas extract were 
irrelevant to H Q - C L S formation. Under these culture condi 
lions, 5 5 - 6 0 % of HQ-CLS were formed with respcct to the 
inocula (2.1 X 10" tropho/oites/ml.) . The microscopic ap-
pearance of HQ-CLS was remarkably similar to natural E. 
histolytica cysts . Figure I shows a spherical-shaped HQ-
C L S having a birrefringent and smooth surface and a well-
conserved nucleus, demonstrating a central centiosome and 
peripheral chromatine, and having a granular cytoplasm. 
H Q - C L S had a belter appearance than CLS formed in PE-
HPS supplemented with Mg. Mn. and C o ions only ( I ) and, 
unlike CLS, formed spontaneously in aged cultures main-
tained in P E H P S (5) and resisted double-dislilled water and 
0 .1% sarkosyl lysis Nevertheless, the ultras!ructure of these 
cells needs to be analyzed by electron microscopy and 
whether H Q - C L S arc viable and capable to exevst needs to 
be investigated. In addition, the effect of physico chemical 
factors such as pH, oxide-reduction potential, temperature, 
and osmola l i ty on E. histolytica encystation also needs to be 
analyzed. 
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Introduction 

Glycogen represents the main intracellular source to obtain 
glucose in trophozoites of (he Entamoeba genus (1). This 
carbohydrate is present in the trophozoite cytoplasm, and its 
concentration remains constant (2). However, in (he cystic 
phase an important decrease in glycogen following cys( 
maturation has been observed (3). Previous reports concern-
ing radioactive glucose transport were performed in ameba 
cultures to determine its participation in the different physi-
ological conditions of this parasite (4,5). 

The main goal of this study is to determine whether the 
radioactive glucose incorporated into trophozoites can be 
used as a precursor of the glycogen biosynthesis process. 
Standardisation of the incorporation of radioactive glucose 
to intracellular glycogen granules ot amebas could be used 
to identify whether these parasites degrade this polysaccharide 
when the cellular differentiation process has been initiated. 

Materials and Methods 

Ameba cultures. Axenic amebas o t Entamoeba invadens 
strain IP-1 were used and kept in culture in 11 mL of Dia-
mond's TYI-S-33 medium in 16 x 125-mm Pyre* tubes 
with screw caps. Each lube was. inoculated with 10* amebas/ 
mL, and was incubated at 25°C. 

"C-glHCOse incorporation by amelxis. Trophozoites cultivated 
in TYI-S-33 medium were obtained after 7 days incubation 
at 25°C. The cells were transferred inty Pyrex I6X 125-mm 
tubes with screw caps that coniaincd 10 mL of culture me-
dium without glucose (this reaucnt was eliminated from the 
1 "VI-5-? 1 medium formulation). Each lube was inoculatcd 
with 10 X I0: iiMplioyoitcs/mL tiud ineubalcd at 25'C lor 

72 h. Tubes were ccntrifugcd (1500 rpm. 15 min at 6*C), the 
supernatant was eliminated, and the pellet was transferred 
into tubes (Pyre* 10 X 75 mm with screw caps) that con-
tained 3 mL of medium without glucose. A glucose mixture 
(140 mM nonradioactive glucose and 25 fiCi D-Ul4C-glu-
cose, CFB96 Amersham, UK) was added in 250-p.L ali-
quots to each tube and incubated at 25 °C during 24 h. 

Determination of !4C-glucose incorporated into intracellu-
lar glycogen. After the incorporation ot radioactive glucose 
by axenic trophozoites, the following procedures were car-
ried out to determine whether they were able to integrate 
this radioactive substance into intracellular glycogen. Tro-
phozoites were washed twice by centrifugation (1500 rpm 
for 10 min at 4"C) and resuspended in 2 mL PBS to deter-
mine the number of amebas. Twa milliliters of 1% SDS was 
added to cach tube to induce complete disruption of cells. 
The tubes were heated in a water bath for 15 min at 96°C, 
immediately cooled to 4°C, and 8 mL of distilled water was 
added. This procedure assured die absence of intact cells, 
which was confirmed under microscopic examination. The 
tubes were centrifuged (3000 rpm for 15 min at 4®C), 5hc su-
pernatant was eliminated, and the sediment suspended in 5 
mL ethanol. Samples were boiled for 15 min and immedi-
ately cooled in water. They were then ccntrifuged at 3000 
rpm for 15 min at 4°C, and the radioactivity present in the 
cell sediment was determined, i he sediment was transferred 
to a glass flask containing 3 mL ot biodegradable liquid 
scintillation (LSC-cockuul. Packard. Cat. 6013259). The 
¡imount of radioactivity was detected with 90% efficiency 
tot carbon in a liquid stint illation .tn:il\,vi iPackard, model 
I600TRI. 
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frgm E. histolytica trophozoites. CLS, or RCLS «ere analyzed With 
high-performancc liquid chromatography. Tbc raajot compooents found 
in all 3 preparations were Ai-acefylglucosamine (NAG) and glucose 
(GUT), wfch RCLS possessing 129 and ISO tiroes more NAO and 2 4 
and 2.0 uwre CLC Sua tnjphozoites and CLS, respectively. After 36 
hr of incubation wiih etiidnase (16 U'mt) ia a hypo:onic medium (SO 
m O i m A g i . 6 8 % or R C I - S w a s lysed. a n d 100« l o s : affinity Tor cal-
cofluor white M2R. The BCI_S folv saccharides bou.-.d wheal germ ag-
glutinin and appeared as long and thin or short an¿ î iick fibers. Ac-
cordingly, Mg!", Mn'\ and Co" surautated £. hiiro.\ ;tca to synthesize 
a c hi (in-lite material. 

Entamoeba histolytica is the causative agen: of amoebiasis. 
Its life cycle consists of trophozoite (invasive l and cyst (infec-
tive) phases. Trophozoites have been intensively studied, 
whereas the study of cysts is virtually nonexistent. This is main-
ly because of (he absence of a medium dial allows the mass 
encystation of amoebae under axenic condition s. A strategy to 
develop (his medium would be to obtain an in vitro model 
where amoebae initiate (heir differentiation and then to analyze 
systematically each of the possible factors involved in the en-
cystation mechanism. We previously reported thai FL histolytica 
is able to form cysdike structures (CLS) in agí- cultures main-
tained in P E H P S (peptona de caseína, exirac:o de hígado y 
páncreas y suero) medium (Said-Fernández et al., 1988). The 
microscopic appearance of CLS is Remark ably similar to natural 
cysts, although the latter, but not CLS, resist hypotonic shock 
and determent lysis (Said-Fernández et aL. 1993). A possible 
cause of CLS weakness is a defect in the synthesis of chitin, 
assuming that chitin is present in the cell wall ot E. histolytica 
cysis, as was suggested by Arroyo-Begovich et al. (1980). Chi-
tin consdtutes the matrix of the cell wail from fungi and Ent-
amoeba invadens, conferring on them their characteristic resis-
tance to adverse factors (Arroyo-Begovich et al.. 1980; Ruiz-
Herrera, 1982; Rufz-Herrera et al, 199-4). 

Chitin is a polysaccharide formed exclusive!} by A'-acetyl-
glucosaraine, with chitin synthase enzymes and their cofaciors 
(Mg-", M B" , and Co'*) responsible for its synthesis (Ruiz-Her-
rera. 1982). We recently showed that, when trophozoites are 
incubated in PEHPS supplemented with these cofaciors, amoe-
bae form cystlike structures that are resistant to double-distilled 
water and 1% sodium dodecvl sulfate (RCLS). suggesting (hat 
theM." ions stimulate amoebae to produce chitin 'Campos-Gdn-
gor.i ci al , 2000). In ihe preseni study, the compos a ion of poly-
saccharides produced by CLS and RCLS was determined and 
compared with the material obtained from trophozoites. 

TIK' E. histolytica HM-I:IMSS strain was used in (his study. 
Amoebae were maintained under axenic conditions in PFIIPS 
inedi.nn: 10 g casein peptone, p « glucose. 1 a i-cysieine, 0.2 

•¿ u-oirbic acid, 0.6 g KH.PO, 0 1 g K¡HP04 250 ml bovine 
liver and swine and bovine pancreas eairuci. ¿ .able distilled 
wiiu i as needed to I L anc i \i\) of bovine -crum (.SukI-
I VuMtule/. ci til.. 19*81. 

I .'co hundicd euliut'e tutv- ^'•inaimn¿: II r 'I.HI'S were 
mus UueJ with I x |f iro|"'hoA'iies'in| and in. -.nod ;i( 3<*>.5 
C. ( i ic h jtulred tubes wen- h.mcied alter 11 h" icuhation I<I 
obi.: ii ir<".pli<»?.<lites. Anotliei I'*' tubes «.ere in» '\i(ed lor 1(1 
d«ij» lo obtain CLS (Said-I cin.::ide/ et al . I and the ic-

100 tubes woe UM\I t>' pr̂ vJuee RCLS • < >1 . Al -
ter - J.iy-t of i lie u Union. Ill ^ i. I ni' Speril nicdii; w a> lulisti. 
tute>: ^ith an equal amount o! :rOi-lt PEHPS iu«v .ini. MgCI.. 
Mnt I., and CoCI. were jkMed to product1 tuial • <viiu.intnis 

of 1.22 mM, 14.44 oiM, and 19-44 mM, respectively; and then 
the cultures were incubated for 10 additional days. After being 
incubated at 37 C, (he trophozoites. CLS, and RCLS were har-
vested by centrifugaron at 700 g for 5 min and washed twice— 
trophozoites with 10 ml phosphate-buffered saline (PBS; pH 
8.0) and CLS and RCLS with double-distilled water. Then, all 
preparations were free re-dried in glass ampoules by applying a 
vacuum of 25 mtorr. at —50 C for 4 hr. Ampoules were scaled 
and stored at —20 C until used. 

In all of the experiments related to carbohydrate analysis, a 
System Gold Chromatograph (Beckman Instruments, Inc., San 
Ramon, California), equipped with a diode array detector and 
an ion-exclusion column (Aminex HPX-87H; Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, California) was used. 

A monosaccharide standards analysis was performed to tese 
the capacity of the HPLC system to resolve several of the 
monosaccharides found in cell walls and to det«rmine the re-
tention (imes of each carbohydrate. Each compound (reagent 
grade, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) was dissolved 
in S mM EljSO« (Merck, Darmstadt, Germany) at appropriate 
concentrations to obtain detectable peaks at an absorb anee of 
193 nm (about 0.02-2.5 absorbance units). TTie standards and 
their respective concentrations were as follows: 4.01 mg/ml fu-
cose, 4.48 mg/ml mann ose. 2.1 mg/ml glucosamine, 340 n.g/ral 
/V-aceiy [neuraminic acid, 300 p-g/ml AZ-acetylmuramie acid, 70 
(ig/ml iV-acetylglucosamine, and 4.7 mg/ml glucose. All the 
standard solutions were filtered through 0.45-ujn Dura pore fil-
ters (Millipore SA. de CV, Mexico City. México), and 20 jii 
from each solution was injected into the Aminex column. A 5 
mM HjSO, isocratic elution, at a flow rate of 0.3 ml/min. was 
used. In addi(ion, a solution containing all the monosaccharide 
standards was analyzed at the same Sinai concentration of each 
individual solution. The retention time corresponding co each 
peak was matched with 1 of the standards injected separately 
io identify the corresponding compound. 

The method described by Arroyo-Begovich et al. (1980), 
with minor modifications, was used to obtain amoebic polysac-
charides. One hundred milligrams of freeze-dried trophozoites. 
CLS, or RCLS was resuspended in 5 ml double-dis(il!ed water 
and disrupted with 10 sonicatiun cycles (75 W, for 30 sec. and 
30 sec resting). The samples were centrifuged at 700 g for 15 
mm. and the pellet was washed 3 times with 10 ml double-
distilled wjier. Each preparation was mixed with 1 ml of 0.5 N 
HCl and intubated at room temperature for 15 inin. washed 
with 10 ml Uouble-distilled u-otcr. and rCMispended in I ml ab-
solute ethanol: I N NaOII (2-1. v/v). F.ach of these preparations 
was heated in boiling water for 3 ntin and tillered through mi-
crofiber glas* filters (GF/A, Whatman). The polysaccharides re-
tained in the liliers were eluted with ? ml «louble-diMílled water 
Ireeze-drieil ¿IN (or ihc amoehu pivparatiotiv and stored until 
used 

'Ihe niiiiii iiKirio>i;iceh<iridv eoitidincO in the aiiuiehie |h>ly-
;̂w.'ch;it nie liMlrulys;iies were Mcmiüetl .IIKI ^naniifieO l>y U M I I « 

ilIC c-viini^l st.iiulitrd I N C I L K I D ixee Scnit. Tlie proweol 
eoiisisied ol -1 main steps: <'i>i.iin'ng tluewe (GLCl ;md N-

vIj-'liii.iiN.iinmc (NAG) staiiil.iul c>ir> e.<. deieriiiiniiie ihe per-
centage ol NAO recovered from cliiiin >.iniplo or NAG -.wndard 
hvilrol) VIU'N and detcniliniii- ihe oontcnis ot NAG and GLC 
in tunoehic polysaccharide liv*lro|ysatcv \"jri;tWe eoricentiii-
liitns ul NAC ( .62. 36.2, ami '•<>: ng/mll w GLC (4H 0. 180. 



chande hydro lysaies oould be underestimated by as much as 
3 8 * . 

We have shown in this study that Mg 2", Mn'*. and Co'* 
stimulate E. histolytica to produce a polysaccharide that has 
several of the chemical characteristics of chitin. In addition, 
this chitin-likc material is mainly composed of fibers, similar 
to those observed in sagittal cuts from the £. histolytica cyst 
cell wall (Chávez ct aL, 1978). This strongly suggests that Mg, 
Mrt. and Co ions stimulate E. histolytica to produce a chitin, 
which implies that E. histolytica, like E. in vadens (Das and 
Gillin. 1991). has chitio synthase enzymes. Nevertheless, X-
ray diffraction analysis of polysaccharides produced by RCLS, 
and the identification and cloning of the E. histolytica chitin 
synthase enzyme genes must be performed to confirm this pos-
sibility. 

In addition to chitin, it is possible that another polysaccharide 
having GLC as a major component was produced by RCLS. It 
is highly unlikely that this molecule would be glycogen or cel-
lulose. because glycogen is soluble in water (Budavari, 1996), 
and the procedure that we used to purify the amoebic polysac-
charides included several washing steps with water. Further-
more, RCLS were not affected by cellulose. Thus, the GLC 
detected in our samples could belong to glucan(s) strongly 
bound to chitin. as La Candida albicans (Rutz-I terrera et al.. 
1 9 9 4 ) . 

The wall formed by RCLS is still abnormal (Campos-G<5n-
gora ct al., 2000). This indicates that the Mg1*, Mn1", and Co3* 
concentrations that we used in this and previous studies are 
toxic to amoebae, and/or that other factors are involved in the 
£. histolytica cyst wall synthesis, such as possible inhibitory 
factors contained in PEHPS medium, the loss of genetic ability 
to encyst from the E. histolytica strain used in this and former 
studies, or the absence of some other factors needed to synthe-
size the cyst cell wall. All these possibilities are being inves-
tigated in our laboratory. 
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TRICHOMONAS VAGINALIS: IDENTIFICATION OF A PHOSPHOLIPASE A-DEPENDENT 
HEMOLYTIC ACTIVITY IN A VESICULAR SUBCELLULAR FRACTION 

Javier Vargas-Villarreal, Benito D. Matá'-Cardenas, Francisco González-Salazar, Héctor G. Lozano-Carza, 
Elva I. Cortes-Gutierrez, Rebeca Palacios-Corona, Herminia G. Martínez-Rodríguez*, Enrique Ramírez-Bonf, and 
Salvador Said-Fernándezt 
Oivisii" de Biología Celular y Molecular, Centro de lnves">gac*)" ütomOd'ca aei Notcsle, hstituto Mexicano del Seguro Social, Administración 
le Cceos No 4. Apartado hostal OZU E. Colonia Indept-aenoa. Monterrey, CP 61720. Nuevo LeOn, México e-matl: ss3Kt@mait.mt/iie$m.n»t 

A B S T R A C T : TVichottionad total extracts (TTE). or vesicular (P30) and soluble (S30) subcellular fractions from \ pathogenic 
Triclitiworun vaginalis strains (GT-3. GT-13. and GT- IV. I VM_'d bolh lull 11 and SprajJc-DdwIcy rat erythra«.-* in a liuie- and 
dose-dependent manner. Hie entire hemolytic auiviiy ul 1TI: was located in P30. showing 2 peaks of ma*ioium activity, oil« 
at pH 6.0 and another at pi I 8.0. in the presence of I «uM CJ!*. Hemolytic acidity on rai erythrocytes was greater at pH 6.0 
(6.71 - 0.33 hemolyuc urnis |HU|/mj/hr w 11 "I i 0.34 UU/mgftir) than at pH 8.0 <3.81 ± U.W HU/rma/tir to 5 75 ± 0.65 
HU/mg/hr), and it was greater than that on humm red I'KKKI veils 31 pH <j.O 12.67 t 0.19 HU/mg/hr to 4.CIS = 0.15 HWingrtir) 
or pH S O <2.24 ± 0.09 HU/ine/iir to 2.81 £ Of«5 Nll/nig/lnl. The alkaline and acidic hemolytic activitv diminished (60-9.1« 
ai pH 6 .0 ami 78-93% at pH~8.0) by the ettre: til Mil jiM Koscnihal s inhibitor which also inhibited"27—i.TO and 29-54% 
triclio monad alkaline and acidic pliuspliolipase A admin-». rc.vpeciively. Vesicles, vacuoles, and hydrugenosornes were rich in 
PY1 Trichomonas vaginalis has A liemolytic PI..V »-IMI-II muld be involved in its cylô jatliugrnic mechaniim. 

fnchomomasis affccts 12% of men and Ki'J of women 
worldwide. It is caused by sexually transmitted Tricli»i>u»uis 
vaginalis and can cither run an asymptomatic course or l»e nwi-
ifest da vaginitis. urethritis, or both. This parasitic disease li.ts 
been -uggcMcd as a factor in increasing the probability ot vie-
ielor.ng cervical neoplasia iZliaug and Begg, l\"-4i aiul t'.i-
vonn¿ the progression of human immu node I kidney virus 
(Krxsvac, 1992). It has also been associated with intr.uiienne 
growth retardation (Germain ct al.. 1994) and male infertility 
(Musi-uwicz and Mellinger, 1992). 

Trichomonas vaginalis has the ability to destroy in >i(ro 
monolayers of epithelial cells isolated from human *aginul mu-
cosae. Htiagocytosis (Rendon-Maldonado et al., 199^). eytoKíis 
(Gilbírt et al . 2000), hemolysis (De Carl i et til.. t<Mf>V aiul 
mammalian cell monolayer disruption (González-Nobles ei al.. 
1995: Gilbert ft al., 2000) are important component.» of iru lio-
monaJ cyto pathogen i city, which is closely related to virulence 
uf the>e (De Carli et al.. 1994, 1996, Nagao et al . -hkI 
other parasitic protozoa, i.e.. Entamoeba histahtú 
1988 . Trypanosoma critzi (Wains/elbaum et al.. _i«>l'i, .t, 
iltann <ba caMcUami (Ferrante, 1991). Nacgleria t< -.«/<m il'.u-
bour aid Marciano-Cabral, 2001). and Plasmodium ;Y.i< i l\>¡r-

iriez, e: jI.. 1993). 

As in the ease of E. histolytica tR;udin, 19S> . otolv-is 
produced by irichomonad depends tut parasite conuct w id1 ..:»-
set ce l> i.Gillvrt et al.. 20001. Ntnwithstandirij!. <o—.c uoi •..•?< 
have 7'Mntcd out that T. vagiiuilii and T. rectus ahc . re c.«)-.. 'lo 
of relrjsing voluble cytolysuis ami hemnlysins tHi.'j.'j^ . . 
1990 fiori et al.. 1996,. 

Fa<.:-'rv related to cyiopathoueiiKitc ol 7". lY'.y/n.: • ir>( - , t 
tuche ' I'II.id v|>Lvie~. are Mtrlaec j;l>c(>pi»>icinv. re-" >•!•'. :i i,|.i "•(hir. 

I 
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I 

/-.l̂ ll li, 
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• l)e|\ •• • ii'cin.• U' Anatomia fai''l<>j;i.i I .ICHII;HI ile SI,-,1 
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parasite adherence to target cclls (Aiderete ct al., 1986). neur-
aminidase (Dias Filho et al., 1999) and proteinases that con-
tribute to detaching tissues and cultured monolayers (Arroyo 
and Alderete, 1995; Alvarez-Sánchez et al., 2000), and pore-
forruing proteins (Fiori et al., 1996) thai lyse erythrocytes and 
nucleated cells. 

Phosphulipa.ves A (PLA) have not yel been identified as vn-
ulencc factors in pathogenic trichomonad species, even after 
these enzymes have been identiñed as significant virulence fac-
tors in other parasitic protozoa such as E. histolytica (Long-
Kn»g et al.. 1983; Vargas-ViManual et al.. 1995; González-Gar-
za et al.. 2000). T crují (Wainsrelbaum et al., 2001). and N. 
Jowicri (Barbour and Marciano-Cab^il. 2001), and as the main 
cytolysins uf inject, arachnid, and rep'ile »eiiorns (Denms. 
198?). 

Most T. vaginalis cyto pathogenic factors have been detevi I 
by uiing in vitro models in which living trichomonads or spent 
culture medium were coincubated with target cells. Nevenhe 
less, the effects of incubation tinte. do>e. pH. and ion concen 
tration have often been divrcgarded. know'ing that some of these 
chemirnl and physicochemical factors ^re usually essential in 
identifying and characterizing en/.ymalic activities related IO cv-
topathogenicily, i.e.. proteina'-es (Ravc:n. 1988; Bo?.ner and 
Denies, 199li aid pliospliolip.ises (Dennis. 1983). Moieoxer. 
porc-formine protein> (Fion et til., 1 i and Icclms are al<o 
dependent on v>me of these tactors Goldstein and Gillin. 
I9H61 This couUl explain why >otne (B -yew el al.. I<)90. Pin-
dak el al.. 199.-. Hon ct al.. I99(i) but r-.t othei (l)ailey et al.. 
1990. De Carli e: al.. 1994) reve.irehers u_ve tv:en able m deteci 
the ellect.v i't 'v- Jt'le hemolyMi!- ;md vs ; plH»ph()ltpa>cv luic 
not \ct Ivcii id nulled av ti ich'iin mm' 
lacli'iv In adili: 'II. v\-lein;iHv .iii.ils vv. 
Inl .II L I , I » T I ' » I - : .II V > M I I . N I I I M M I H I V 
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Accordingly, in the present study we investigated whethexT. 
vaginalis eel I-free total extracts from 3 pathogenic strains (GT-
3. GT-13, and GT-15) have hemolytic activity and also deter-
mined the subcellular distribution of this activity and identified 
several physico-chemical factors that allow its maximum ex-
pression. In addition, we investigated if chis activity depends 
on PLA activity and analyzed ihe ultramicroscopic structure of 
the trychomonad subcellular fraction that contained the com-
plete hemolytic activity of these piirasites. 

MATERIALS AND METHODS 

Parasites 

Trichomonas vaginalis (GT-3, GT-13. and GT-15 strains) were used 
in all die experiments, except in those concerning an analysis of the 
ultrastructure of P30, pH, and Ca:" dependence of P30's hemolytic ac-
livity. where only GT-13 was used. All 3 crichomonad strains were 
kindly donated to us by Dr. Femando Anaya-Velizquez, from (he In-
stituto de Biología Experimental. Facultad de Q jfmica, Universidad de 
Guanajuato. México. These strains were isolated in Guaiijuato State, 
México, front vaginal secretions of patients having symptomatic tricho-
moniasis (Had 11 la-Vaca and Anuya- Velázquez, 1997). Immediately on 
arrival at our laboratory, the tricftomonads were placed in PfcHPS me-
dium (Castro-Garza et al.. 1996; Mata cárdenas el al-, 19981 and sub-
cultivated twice a week, for 2 mo, throughout the experiments or cryo 
preserved until use to avoid changes in itteir original biological prop-
erties. described below. 1 

Cul t iva t ion methods 

Preparation of PEHPS medium: Ttic medium components were com-
bined (I15 ml bovine liver and bovine apJawine pancreas extract (Said-
Frni.Jfiide7 ct al., 1988], 5.0 g caseir^éptone. 3.0 g glucose. 0 S g L-
cysteine. 0.1 g ascorbic acid". 0.2 g NaCl. 0.3 g KHsPO.. and 0.5 g 
K,HP04]. «suspended with double-distilled water, the pH adjusted to 
7.0. and the volume brought up to 500 ml. This medium was distributed 
in 10-mI aliquot; in 16- * 125-mm screw capped borosilieute culture 
tubes and sterilized at 121 C for 15 min; I ml sterile bovine senim was 
added to each tube. The medium was uied immediately (Said-Fernández 
et al.. 1983) 

Trichomona^ .inbcuitivarion: Three tubes containing 10 ml PEHPS 
j)lus lOSr (v/v) bovine serum acid Diamond's " i lain in -Twee n 8(1 mixture 
(Diamond etal.. 1978) were inoculaied with 1 x 10'trichcmonsds/ml 
and incu bated al 30.5 C for 96 hr. Each tube was observed with an 
inverted uitcrcKOpc, and ihe one containing protozoa with the hishest 
density and mobility was cóclea in ice water lor 1U min. The number 
of trichemonadf per milliliter was then determined with a luinacMOin 
•iter. The trichomonnds were inoculated, as abo1.«, into 3 tube^ contain -
injí t'resh culture 
oe r \ 96 lir to in. 

medium, 
liniain chi 

Thi procedure was repeated iystonmiicJlly 
rrqine Mm in (Casi ro-Garza ci al. 1996; 
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PEHPS medium <SaitJ-Fem4ndei et aL, 1988). Twenty hours later the 
trichomonads were («inoculated in fresh PEHPS mudium. T>ie succes-
sive icimeiilitions woe performed every 96 hr. 

Obtaining TTE and subcellular tractions 
The hemolytic activities of T i t , 530. and P30 wen; assayed at var-

ious pH values (5.0-9.5) or solely at pit 6.0 and pH 8X). as described. 
Differem batches of TTE. S.10. or P30, having one of the aforemen-
tioned pH values, were prepared as follows. A pellet of freshly obtained 
tnehomonads was washed, resuspended, fractionated, and diluied with 
Hank's balanced salt solution (ESS; 0 7 niM CaCI2, 3J mM glucose. 
120 mM NaCl. 3.3 mM KCI. 1.7 mM MgSO,. I mM Tnzmi base). TV 
pH was brought to the desired value by addition <if appropriate con-
«mirations of sodium acetate-acetic acid (pH 5 5, 60. and 6.5) or Trir.-
ma base (pH 7.0-9.5). A freshly obtained pellet of trichomonads was 
washed once with 10 volumes PBS and centrifuged at 1 .000 g for 15 
min at i C. The pellet was resuspended with I volume 8SS and Ihe 
trichomonads disrupted with a motor-driven Elvehiem Poller Teflon' 
glass homogenizer (Yarlett et al., 1993) Three milliliters of TTE were 
saved, divided into 0.5-ml aliquots, and stared in liquid mitogen until 
required. The remaining TTE was centrifuged at 30,000 g for 15 min 
at 4 C. The resultant supernatant (S30) was stored until use The pellet 
(P30) >i\ resuspended with 1 volume RSS. distributed in 200-(il ali-
quot*. and stored at -70 C. Immediately before the start of each ex-
periment. a sufficient number ot TTE, P30, and S30 «liquots were 
thawed at room temperature und diluted with BSS to adjust (he protein 
concentration 10 1-16 rug/ml, according to each experiment design (see 
below). 

Hemolysis assays 
Hemolysis assays were performed by adapting experimental condi-

tions to a method described previously 10 analyze the hemolytic activity 
of E histolytica subcellular fractions (Said-Feminde7 and Lripez-Re-
villa, 1982). Erythrocyte suspensions with predetermined pH values and 
Ca! ' concentration were used accciiding to llie design irf e<ich experi-
ment. Twenty-five microliters of human [group O Rh-t. from a healthy 
donor) or Sprague-Dawley rat erythrocyte suspensions, preodjusted at 
300 mOsm/kg and to an optical density <>f 0.8 at 415 nm, were placed 
into 1.5-ml-capacity polypropylene ccntrifuje tubes (Sigma) and mined 
with 25 pi of TTE, S30, or P30- In addition. 3 tubes were treated wuh 
25 (J.I double-distilled water or 25 |il BSS instead of the trichomonad 
extracts, which were used as 100% ami 09- hemolysis «intrnU. respec-
tively. The hemolysis mixtures weic incubated at 36.5 C for various 
period? of time (see below). Subsequently. I ml PSS was added and 
the cultures centrifuged at 600 g for 5 min ul 4 C. The absorbance at 
415 rm 1 Aj,,) wa? measured wilh a spccir-jphotomeier (l'M<J III, model 
MMJ. Zeiss, Oberkochen. Germany). Ihe percentage of hemolysis tn 
each tut* was determined by applying ihe following equation: % He = 
(ExHR - SHRi/tMHR - SHR) * lixi. uhere % He is ihe hemolysis 
percertjj;» ExHR the experimental licmoslotiin relwiie. SHR the spon-
tatieoui tieiiKigloUin rek-a\e (MI misnues ^iih added GSS instead of 
tiichurrorud c-Miactsl. arid MHR the niaximuiii hemoglobin release fin 
minture- treated with diiuWc-̂ lislilK.I «jter inste.nl ot" irichomonad 

prcpamwil. One heniol.tic uiM (HHi wa< fined ihe ¿unouni of 
protein 'r»m FrL. or ,ui> i»l (lie suK-.-llulat liaciioii*, required to pro-
duce ? '•« I K T I I . '!> - I > tliU,,] 111 the .iloreniciiloiiied iiuxtures. 
These c.ita v.crc irterrolatvil 111 ilic ic-.|H\i:>e iJosc-rc-irh'tisc cur'.c -̂. 
The s|v. iltc Iicffi".[ ,tic :icu> it> ol ihe nKli.-in.iuad prv|\iratioii was ex-
press.:.: a> the MiK'uin or' I (I.J per imlii^raui of protein Ifr I lir incu-
bation iii i < 1 litVru^/in 1. 

Effects ot extract dose, incubation times Ca" concentraiion, pH. 
and Rcserthsl's inhibitor on the hemolytic activity ol 
Inchomgnnd extracts 
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pH 6.0 and pH 8.0. The incubation times were 1 and 2 IT. respectively, 
lb determine (he effects of incubation time and dose-ccSponse curves, 
hemolysis mixtures containing rat or human erythrocytes and I mM 
Ca" were used, the temporal relationship of hemolytic activity was 
determined by using 25 (J of P30 (having 200 |ig proteins). I i t , or 
S30 (containing 400 jig proteins). These assays were carried out at both 
pH 8 O and pH 6.0. Duse-resi*>nse curve* were used w calculate the 
specific hemolytic of tiicliumonad prepai Jtions. These were detet mined 
by testing a series of TTE, S30. or P30 doses (having 0-400 tig pro-
tein). Hemolysis mixtures were incubated Tor enough time to obtain at 
least 80% hemolysis or for 3 hr maximum, i.e., TTE and S30 hemolysis 
mixtures were incubated for 5 hr, P30 with rat erythrocytes for 2 hr at 
pH 8.0 and 1 hr al pH 6.0 and with human erythrocytes for 5 hr at pH 
8.0 and 2.5 hi at pH 6.0. 

.To analyze (he effect of a PLA inhibitor on hemolytic activity, P30 
tup les containing 200 n.g protein were mixed with various doses (0— 
SO p.M) of Rosenthal's inhibitor (dimethyl-UL-2,3-distearoyloxy propyl -
2'-hydroxyethy (ammonium; Sigma), The mixtures were incubated for 
30 min at 36.5 C, and immediately afterward 25 (il of a 2% (v/v) rat 
erythrocyte suspension (pH 6.0 or 8.0) was added. Each hemolysis prep-
aration was mined thoroughly with a vortex and incubated again fur 1 
hr (pH 6.0 preparations) or 2 hi (pH 3.0 pre|suatioiis) at 36..1 <J. 

Phospholipase A assays 
These assays were performed as described previously (Vargas-Vitlar-

real et aJ_ 1995), with minor nwdi Scat ions. In l-5-ml cone-bottom bo-
rosilicat? vials (Bellco Glass) were mined 1.0 nil uf 100 mM sodium 
acetate-acetic acid (pH fi.Oj m 100 nj«t ofTriztna base (pH S.O). 2 inM 
Ca1". Tnton X-100, 0-27 mM phosphatidylcholine, and 4 nCi of 
l,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3 phosphoryl-tcholine-methyl-'HJ-choline 
per milliliter (|'H-choline]-P<„: 60 Ci/mmol; New England Nuclear. 
Boston, Massachusetts). The mixtures were sonicated with an Ultra tip 
Lab sonic System (Lab-Line Irxstrument Inc., Melrose Park. Illinois), 
which was operated at 40 W for 60 sec The resultant emulsion was 
divided ioto 0 5-mI aliyuots in sials and stored at —70 C until required. 

The assays were performed in 15- * 15-mm borosilicate test tubes, 
in which 10 id of I of the above-d<5scribcd substrate mixtures was 
added, and mixed with 10 p.1 ot the PJ0 of GT-3, GT-13, or CH" 15 
suspension containing 200 of total protein. After I hr (pH 6.0) or 2 
hr (pH S.O) of incubation at 30.5 C in a water bith, phospholipid hy-
drolysis was stopped by addition of 25 p.1 of I mg egg yolk lysuplios-
phatidylcholine (LPC)/ml and 0 75 mg egg yolk phosphatidylcholine 
(PCVml in 5% trichloroacetic acid in «-butanol to bring the mixture to 
a final volume of 45 n.1. 

The radioacuvity in PC and LPL" from the assay was determined and 
separated by thin-layer chromatography as follows. On 20- X 20-cm 
silica-gel plates (0.25-mm thickness, 60-mesh; Merck, Darmstadt, Ger-
many) was poured, drop by drop. 45 |il of the above-described mixture, 
at the origin of the chiomatag J I I I S The plates were placed inni a thin-
layer chromotograph (TLC)-doeloping tank with a solvent system of 
chloroform-methanol-acetic IRI<I-water (140:40:16:8, v/v/v/v) Lipid 
spots were developed by exposing the TLC plates to iodine vapor (Skip-
sky and Barclay, 1969). 

Identification of PC and LI'C was performed by comparing the ap-
pearance and relative iiiigi.uu'ii coefficients (Rf: PC. 0.43 and LPC, 
0. I 85) o* spots fiom £\pcrim^ni.il viniplcs with those of the correspond-
ing standards (Sigmti). The lip.I >IH'II from ca».h lane (dcvciO|ied with 
iodine vapor) were serjped. die released material put into vials con-
tain ins ? irl of scintillation 11-mitl (biodegradable counting scintillant. 
Aincr-hum Coi|H>r;i(ion Arluii,.n Height:.. Illinois), and its radioactivity 
ilcteimirid by Tri.<'.»'• liquid seimiU:ilron tpectrniiictcr (Pack-
.nil I H-.--UM1C1U C, if np;j 11\ I* .,i [loi.Kcd. Oiwncis Grose. Illinois). 
otiujifK:.. with ;ni ,'IKI ii.il :rkl;ird soune (I ,v,R;i 11 iî M-uilils. ,ind 
pr>\»dju»-f\l l<i ;uuil>/c ilic k I. ...-Is uuijurnchcd samples S|>.CIIK 1*1 .A 
. I « - I I \ , I \ I'LAtJ/niclir) w:i-> ^ ;il;uc«l h) tklninij: ;irhitr;nil\ I mill of 
I'l.A (PI. \U) ¡is ll'u livdrolv- 1 UN.,.I ol I'll choline| l'( Vmu pro 
icin/llr 

Effect of Rosenthal's Inhibitor or trichcmonads PLA activity 
Asŝ s mixtures oniuiiiiinj' "i' u;: l'"t) loml |>nifi:iii ol <i T1. GT-13. 

"i (ll-lf and St I nAI \i| Ku-.uh.il's inlutnioi wc rc IHCII IMIO I tor 
'«ill :ii C. Itnnicslidlcly .itisrwiir«!. A nCi I 'II-cl¡olIncJ-l*C/inI dis-

solved in 0 020 ml of 100 mM sodium aceute-aceiic Kid (|il I f«.0) or 
I0Q mM of Trizma base buffer (pH 8.0), I mM Ca'-, and N fx, Triton 
X-100 were added, bach preparation was mixed Uior.mclily wiih » v<>r-
tex and incubated again for I hr CpH 6 0 preparations) or 2 In tjit I M.O 
preparations) at 36J C The hydrolysis products <('M| I.H"j wrtc- sep-
arated by tliin-la/er dirouiattigraphy and quantified as dcsLrilvcl .-IIMIVC. 

Protein determination 
Pnitcir catiLrntratíon wu detenu ined dccurüiii]; in 11,J/J y j I 

(1951). 

Electron microscopy 
A P30 sample (2tXJ kU was fixed with 1 volume -<( V* '-/-i j-1 • if;.r-

aldehyde tor I hr at 36.5 C and centrifuged at 310 g for ic : . 
The pellet was washed twice with 0.1 M cacodilatc hiiiicr'|iii I i j mid 
^suspended in I % <w/v) osmium letraoxide. The vjunpl': dehy-
drated wiih a serio uf ethanal content rations (60-ltXl'< j arid > ml»«lrlcl 
with Epori Epoxic Re^in (Pellco, Redding. CUilifnrniaj. II« <-l<-< lr«m 
micrographs were obtained witli a Carl Zeiss EM -1 (fl el o H'm iiiicni-
scope (Zeiss). 

Statistical analysis 
All results are the average and standard error (Shj uf 1 • .•|' ii«i<-iii-.. 

each performed in triplicate. Where indicated, the awicK-'i-». I'-IWA-II 
dosc-response hemolysis and PLA curves was calculated ir.mi' iliu 
2-iziIed lineal correlation simple methrnl. with the aid O F ' I ' . I : I I I M I Í . Í I 
Package foi Social Science (SPSS feir Windows. Statul̂ id V r i-,n I'l fjj. 
with ^S'» confidence. In addition, the means of lllj,. 'I • t.ur rin 
triplicate) in GI-3» UT-lí, and Ct-15 were compared h- . r>;- it.*: I-
way analssis of variance test. 

RESULTS 

Dep«ndence of P30's hemolytic activity on pH, and C a " 
concentration 

Heniulytic activity of P30 presented 2 |ieaK tit . .:i/urnnn 
acdvity as a function of pH. one St pH 6.0 and th^ .-ii pH 
8.0 tFig. 1). The difference between hemolysis ' . • . :i [,(( 
6.0 and pH 8.0 was highly significant with rc.;*'.' •• 'tiü' 'Jc-
terrttined for all ocher pH values ({' < 0.005j. Her:-. • .r. pro-
duced ai pH 6.0 and pH 8.0 rose a.-i a function of *.'.ii'.':n-
tration from 0.5 to I mM. Higher Ca2* conccntr;iti'>: rili(t>it';d 
both alkdinc and acidic hetnolytic activities 'l-i^. I lit«: 'lif-
fereaees between hemolysis produced by P30 cjnii.: I inM 
Ca-'. ai both pH 6.0 and pH 8.0. were highly sign.: -r.r ' / ' 
0.005) «itli respect tu that produced by P30 preps.- : -,u-. -.un-
taining ^ny other Ca2" concentratinn. except f<ir»Ki-, /.-.rc 

assayed LI pH 8.0 and contained I 5 mM Ca-' '!' : , 

Time relationship of hemolytic activity in TTE er-: 
subcellular fractions 

Ineh'-nonad tctal extracts from GT-T. (¿I I ' . ' ) ' . 
«ere c.trablc of Ks i r s both humnn and rat cr 'fir' • 
;it pH i- ' or at nil 6.0. In ¡ill eo-<cs (lie licrtr. 
i«hser\v up t<i the first liotn nf iiKiih;iii<in V. 
und :hs 'th hour, ihe rtuii:«.- >il li<mul.xis |i('. : 
human v i|ih>cs tes ;n pi I t"i <1 in t|. m ;ii:;oii 
.ii pH ' slid no1, surpass I '.villi ics|k- • 
vshere.i «he hcin«-l\tic clieei <•! 1TI-. ,n pll • 
rocye- "ereascd -«. 11h lime. linir. 7.S-99'* 
-t() titiu lii-jher :hyn under ilic aliireiiK'ti'i'-'.-
eoneitu > I he hs-:ii<ils sis pn nlmvil .ig.iuiM r.r • 
rocye- ' [ill O.O and ut pi I !s (1 h> u-iii^ 
P.30 un ..iscd wuh rvspcet m iiieuh;iiioii 111< 
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FIGURE I. Effect uf pH on P30 hemolytic activity. Tlie hemolytic 

«ictiviiy of P3Q dose-. equivalent to 20Q,uj proteins at several pll values 
was analysed iimh« t;u erythrocytes The samples were incubated lor 2 
hr at 3i> 5 C. Symbol* correspond to the av erages ± SE of 3 experiments 
in triplicate. The diltcrence between percent hemolysis observed at pH 
6.0 and 8.0 was highly significant with respect to that determined at all 
other pH values <P <• tl.003). 
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II IIMlllCN vorH.1llk\l ''tl"|Î Ol I'll I |l| I .Mill \ .Ii II >11% I. .it I .,,'lls.U 
11. III. Ml s I III* jv.ll. V . I s* S'-ll I ICll »»III .It I'M (' 11 ( I .111,1 I'll S f I I • ) 

\ S S . I « M O I U 11' • I< NIL I ' H ' I D W E R E I I I M I I V . O L>" I 0 LIT»-«. >SILL. I ' l l 
S II t.M 2 hr Ml H I nncills weic nicnl' ils'd al 'fi ^ C •ssrrK'h si.i 
iVs|M'iK 1 w> lIH' !•» ciai. ,tiid SI: .il '< e\;vi intents m tii|'|ic.ue Oil la 
-•itco Ikiv.eon lioin>l> is pinduo'd I'"1' cowanim-.: I mil < a' . al 
h, illi | ill 'ill -I'l.l pi I NO. vcrc lujlils vi.\im1u:uii i/' 11 I It I-i i* itli 
I V \ | K 1 1 M ILL.IL ¡ ' H R I I K I , ! LIY I ' ^T) PR<-|I;IR:UI. 'IT1. . I I I I I . I I I INI . J . i n I . 'TLU* I T .I 
>..niiciiti.ili«ni. v\se|it i>'i il'»isc lliat ivkiv ass,i>.'d al fll S U an.l ,1111-
liiiiied 1 . 5 m M C.i I f - 0 . 3 ) . 

Concentration of Rosenthal 's 
Inhibitor (pM) 

F I G U R E 3. Effect or Rosenthal's inhibitor on the hemolytic activity 
ol" PJ0. 'ten microliters PfPJOtrom strains GT 3 (O). G 1-13 (•), orGT-
l ? (•! were mined with various cwses of Rosenthal's inhibitor and in-
. nbated at ?6 .5 C for 30 m in . Immediately afterward, 25 y.1 of 2 % (v/ 
' i rai erythrocytes were added and reincubated at 36.i C, those miMiire» 
W ith p H 6 (1 lor 1 hr ( f rame A ' Jnd those with p H >1 0 for 2 hr (frame 
M). Fa.li | KiiiiC coiTespoiKl* I.' th< .ivcrâ i'̂  1 SE ul 3 dcte mi ¡nations 
m iriplicutc 'llie P30 hcriK'l.nc activity of GT-13 «,is more susceptible 
'.i tlie select of Rosenthal"* inhibitor ai p H 8.0 t han at p H 6.0 at all 

I ' l i e o n l r a t i i ' n s (V < ( 1 0 5 ) . 

''M'/i M.iMilium i.tl ted 1'UvkI tell lieuioU >iv look I hr at pll 
• 0 ;UKI 2 In at (ill X.U w herons thai lniiu.iti crytlnxKyies 
ivK-a lui ' ^ In al ]ill ' H I .fill 5 hi .it pll SO ( F i j i . 3). S'W 
til in' tlv K-stal'lo IH-IIIOIMV ,;,TIVH>. . 

O o s e - d e p e n d e n c e o f T l k a n d P 3 0 s p c c i t i c h e m o l y t i c 

rctivity * 
Henli'K m\ piinUiicd l'> Fll Itorn (i I - 1 1 I I 3. aliil <¡'1-1 5. 

-viscil mi rai ervtlniK\to« .>t pll fid ;nul |>II 8 0, iucrctiswl 
tilt ic>i>.vl lo dor-e, KMCI'.::^ '4 W>f .in.I NU ui'tei « I 
'«I 2-lu iin.iiluuioti |kim.l. u's('ei.tiscly l,;ll |n• nlnccd Hfi 'Jfi'X 
i k I licmolyM> on t i n m a n oryiliiocsu- y t pll f » . D an<J 
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T A B L E I . Differential susceptibility of erythrocyte species and subcellular distribution of the specific henntyiic activity <rf 3 Trichomonas vaginalis 
strains. 

S p e c i f i c h e m o l y t i c activity* (HU/mgftir) 

Hum. in Rat 
Strain Tract i tin pll 6.0 pH 8.0 pH 6.0 pH 8 0 

CT-3 ITG <0.25 <0.2S <0.23 1.25 ± 0.001 
t'30 2.67 ± 0.19 2.24 = 0.09 6.71 Z 0.33 3.81 = 0.30 

or-13 r i i j <025 <0.25 <0.23 139 ± 0.3V 
1*30 4.08 i 0.15 2.74 ± 0.15 10.81 = 0.83 5.75 ± 0.65 

CT-15 TTE <0.25 <0.25 <0.23 2.14 ± 0.26 
P30 3.08 í 0.00 2.81 i O.Oö 11.60 = 0.24 5.54 ± 0.<K> 

* Averages s it. fr̂ n 3 c*pe run rnt>, in triplicate. »ere plotted and (tie mean hemolytic dose (HD„) interpolated. Un< hemolytic unit (HLT) was defined as 1 HD„ which was uquKaknt u- XKfc of bemalrsn (100% hcnolysis was equivalent to 0.8 i. 0.05 unit uf optical deruuy *i ml. Hemolysis taviug values <0.23 HIT/ mg/hr die not reach M''*> Iwowlys.s. Uiber values were sigsificantty different from each «her IP < 0 05). 
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Incuba t ion Time (hr) 
M<;i i'i J I uiK1 ctiur-e the hr'i.'MK iKtivitv of trichc"n«>ii.!\l 

'tu it I ti' (lit. • vi n t 'KII I . K I I V i ; . 
•-lit«.1'. 1 '.une« I)—I* eiur. 
i.' >ame tii. .-i I lie I K'ui' '1\ - • 

? tu hum,i i J i ci yi Iiii 'CM.. 
• 1 iwl bl"-st eelK «Kklctl -Ml 

«vil hce |Vi'j\u.ni."i- l"i auiv- A-(" e.'-
..I i.'l 1. C. I'-1 ! . i.l CM' I * -.1 l"fl . . 
«[><11 III I. Ml I.l l til I' '11 ll l rill llu. Ml .1111. 
un \n lies h.k' .i.l|ii«ied .n pH fi M f • a *. 
.KUU\I HI ai pll sl' .»nil rat ul liuii .U, 
,I--,I\-> we IV (k*I h 'i 11 ivd ai ^ ( In. ;i-"iKinail l.a.ii e\ir;icts .intl I'-' 
,i—;ivs vtini.iiHv'tl IiK'UIKI •1 |i_e |ir,»„i i levpeemeh i-.acli p.uiii i.t 
re«poiuk to tlie a> ei:i«e ~ >1*. "t .1.'' nuii.iti'in«. iii|ilicai.' rXei 
iti.HiLih S.KI I'r.iiii tlie a I'« iron i-v i it i i ii ie«l ,:i.,m%. wis ie«i,'J. any lieut.ilv ti« 
.itinnv that sos .l.'iccitxl * m u !•]«<.1 

pH 8.0 after 2.5 and 5 hr incubation, respectively. In all instanc-
es GT-3 showed the lowest hemolysis and GT-15 the highest 
Hemolysis produced by TTE did not reach 50%, and 530 had 
uu detectable activity. 

Table I shows that the highest specific hemolytic activity cor-
responded to P30 from the GT-15 and GT-L3 strains on rat 
erythrocytes at pH 6.0. with significant differences between 
each as in the case of P30 from GT-3 (P < 0.005) under the 
same experimental conditions. 1 he specific hemolytic activity 
of the 3-strain P30 preparations on rat erythrocytes at pH 6.0 
was 1.6-2.0 times higher ihan that at pH 8.0 (P < 0.05) and 
2.5—3 and 3—4 times higher than the activity showed by this 
same preparation at pH 6 0 and pH 8.0 on human erythrocytes, 
respectively (P < 0.05), 

Effect of Rosenthal's Inhibitor fin alkaline and acidic 
hemolytic activities 

Figure 4 shows that the hemolytic activity of P30 assayed at 
pH 6.0 and pH 8-0 diminished as a function of Rosenthal's 
inhibitor. Under both experimental conditions, and in all (he 3-
trichomonad strains, 2 slopes were observed, one from 5 to 20 
(iM and another Irom 20 to 80 u-M. The P30 hemolytic activity 
of GT-13 was more susceptible to the effect of Rosenthal's in-
hibitor at pH 8.0 than at pH 6.G at all concentrations (P < 0.05). 
The dose of Rosenthal's inhibitor that produced 50% diminution 
at pH 6.0 and at pH 8.0 with respect to the untreated cuntrols 
(lL>v • was I 7.7 nM m all 3 strains at pH 8 0. and at pH 6 0 it 
was iS.8 |iM. I(i.6 p-M. and 55.6 p.M in GT-3. GT-15, and GT-
I .V respectively. 

Alkaline and acidic specific PLA activities and effect of 
Rosenthal's inhibitor 

II;.- Inchest >.)k.viiu aoJie ami alkaline PL.A ; i o i t i c . a n 
ictj)»' Kk tl III (i I Is. lollo^o,! l>y those ul 01-1.5. (Ik-c hem«.' 

< , id -7'/ l.iv>ei t/' • ii(M)i in fotuli e;tves), and tnen l>\ 
ih<i-s lit Ci'l-". t\hii.li ueie I ""/> ami 3()'5< lower lhan no>c ul 
<.i I" I*, iv'speetivcly {>' I HKIi n\ Ixilli cMSs':.) (Tahle 111. Kn 
«enth. I s iiihilnitii <Sl) |jM' <1 Pl.V acidic act:» tty ul 
< . T - C i l-l.v :in.l c; I-I.-5 l-> IT'r. Wa. ai ul 45%: mid .ilkalliK 
aeii\;-.y In 2')':. IM .̂ ,mJ :4<<4. res|>c<.'ii\ely {!' < (l.t>*i?i 



- TH- JOURNAA. OT PARASITOLOGY. VOL 69. MO. I. FWJARY2C03 

TABLE I I . Inhibition of crichomonads specific PLA activity by Rosen-
thal's inhibitor. ' 

PLA specific activity (PLAUftng/hr)' 
Added with 

Untreated controls Rosenthal's inliihitor 
Strain Acidic f Alkalinct Acidic t AlkalineJ 

GT-3 215 £ 40§ 166 £ 2Ct 157 = 30* 118 £ Wf 
GT-13 233 ± 405 174 £ 42|| 152 2S1 90 t. 4f 
GT-15 244 ± 40 237 £ 4 134 ± 221 109 £ 91 
* P30 ticc|Mr?tions. Iiaving 3)0 mt of yioteia, wen incubated fur I lit st pH 40 or for 1 hr a' pH 8.0 in the presence or absence of 80 M-*1 Rosenthal'« inhibitor. Specific PLA aciivity wa> ejpvcssed as Units of PLA (FLAu) per milligram oT protein for I fir ire jbalicc ai 36J C< Data coirê pqnd io averages ± ejtpsjnvms in triplicate. t Assay«) al oil 6,0. t Assayed at pH 8 0. 
§ P < 0.005 with respect u trte acidic specific activity of GT-15 Q P < U.03i witn respe« w be alkaline specific ictivity of <JT-I5. H F = 0.11 with respect to (be audit: bpecifk: activity of GT-13. 1 F < U.00S wifti respect K Uic specific activity Qf preparations from (he carre spondent strain ihal were m added Willi Rosenthal's iri'-nihi mr 

Ultramicroscopic appearance of P30 

When observed by transmission electruu micrcscopy, P30 
exhibited hydro gonosomes, which are characteristic for this 
species, in addition to vesicles and vacuole». 

DISCUSSION 

In this study we have shown that hemolytic activity in rat 
and human erythroevtes IT fc and P30 was time and dose de-
pendent at pH 6.0 and pH 8.0. Rat blood ceils were significantly 
riiure susceptible to hemolysis than were human erythrocytes. 

The strikingly lower specific hemolytic activity of 1TB than 
that of P30 at both pH values suggests Uiat TT£ possesses 
strong inhibitors and that both the alkaline and the acidic PLA-
hemolysins of these parasites require activaiion. In our study 
this activation could have occurred during acquisition of P30. 
as it did with the hemolytic activity of E. histolytica (Said-
Femande? and L6pe/-Re villa, 1982). 

All trichomonad hemolytic activity was localized in P30, 
which is rich in membrane», hydrogenosome.5, vesicles, and 
vacuoles. This result strongly suggests that trichomonad he-
molytic factors are ss>ocuued with (lie plasma iiirmbiane or 
vesicles inasmuch a; hydro gonosomes and vacuoles have no 
heitioKiic activity, as tor as we know. Thus, hemolysins con-
tained in P30 could contribute lo con tact -dependent cytolysis, 
as has been ijropuscc previously (Gilbert ci al.. 2(KK1) 

HcnioKue activity 07 r V{<>:i'iaHx was dependent ori pH. All 
3 strains icsted in thi> >tudy showed 2 peak?- of maximum he -
inolyuc activity, one pH 'ill and (lie oth^-r at pll X.0. This 
inc.hc;itcs tli.n triclioi: u.ids ti ivo both ;icn.l . and alk.iiine lie 
tnnlyMtis I'.iO Irorii <j T-(i I I a n d Ci 1-1 ? have Ivnh alkaline 
and acidic l'l,A aeus-:;e<. causing ihc lieni. • 1 y11<• vii'eci i<> Ik 
I'ilstci :nitl stronger at ril (>.() tli.nl al [ill M.O in iukliiiori. tticlhi-
inonad hemolytic acc. showed ;i clcar dercndouce on C;r". 

PLA en/yniex ;»lio*.uis: strong hemolytic jctivliy li.oc been 
idcniilicd and ch;iructir./cd m «Itverso pat;isi:ic (iioto/oa. "Hicsc 
cn/ytnes .ilung witli ~ wigim/liA licmolyti*. jctivitv shaiC their 
(Jcpctideiicc on Ca- pll (Oppoidocs u."d v.niKoy. 1982; 

Dennis, 1983; Said-Fernandez and Ldpez-Revilla, 1938; Poir-
riez et al., 1995; Vargas-Villarreal et al.. 1991. 1998). Tricho-
monad PLA activity assayed at the same pH values (6.0 and 
8 0) in the presence of 1 rnM Ca2' was detected in all 3 tricho-
monad strains included in the current study. Specific hemolytic 
and PLA activities were lower in GT-3 than in GT-13 and GT-
15 (F < 0.05). GT-3 is also less cytopathogemc than GT-13 
and GT-15 (Gunzilez-Robles et al., 1995). By analyzing tl* 
association of the specific acidic hemolytic activity with the 
specific acidic PLA activity and that of the specific alkaline 
hemolytic activity with the specific alkaline PLA activity of GT 
3. GT-13, and GT-15, we found very high positive correlation 
coefficients (r - 0 99 in both cases). Thus, alkaline and acidic 
hemolytic activities and alkaline and acidic PLA activities in T. 
vaginalis are statistically related to each other and to the cy-
lopathogenicity of this species. 

We also analyzed the effect of Rosenthal's inhibitor on both 
specific hemolytic and specific PLA activities. In all the 3-strain 
preparations, and at both pH 6.0 and pH 55.0. PLA and hemo-
lytic activities were blocked by Rosenthal's inhibitor. Neverthe-
less. under the same experimental conditions. PLA activity was 
l«»s inhibited than the hemolytic effect. Rosenthal's inhibitor is 
an analog of phosphatidylcholine, a natural substrate of phos-
pMipasc enzymes (Rosenthal and Ceyer. I960), and is highly 
specific fur PLA enzymes (Vargas-Villarrc-a ct al., 1991). [n 
our experience, Rosenthal's inhibitor is strikingly less hemolytic 
than another well-known PLA inhibitor, I-11-carboxyundecyl-
2-hexadecyl-L-l-glicero-3-phosphatidylcholine (Roch and Sny-
der. 1975). This strongly suggests lhat hemolytic activity is at 
least partially due to PLA enzymes. As noted above, Rosen-
thal's inhibitor produced a lower inhibition on PLA activity than 
that observed in hemolytic activity*,This could be due to the 
fact that pIlospholipases are not direct cytulysins. In the first 
step of their hemolysis mechanism, phospholipases liydrolyze 
phospholipids fiom the cell surface, but hemolysis does not 
occur until a sufficient quantity of free faity acids and phos-
pholysoderivates (phospholipid hydrolysis products) have ac-
cumulated These PLA products act as detergents on the cell 
membrane and stimulate and potentate PLA activity. Thus, the 
hemolytic effect of these enzymes is due. in fact, to the triple 
action of PLA activity and its 2 detergent products fDenris, 
HSJ) and blocking the enzyme inhibits the production of all 
5 hemolysins. We postulate that the 27-5-*^ inhibition of PLA 
acn\i(y. shown as the effect of Rosenthal'-* inhibitor, was 
enough i<> stop a critical quantity of free f'rity acids and phos-
pholysoderivatives from hems' accumulated, thereby blocking 
ihi hemoluic cfiect of PLA cnrymc.s 

W'e diJ not observe lOO'-r hemolysis inhibition under any 
eVsT'iiiental condition. lhi-> result could tv due to the pict-cnce 
ot ."tltci iK'iTinly în.s working mulct the same c\[KTimcncil ci*i-
d :;->ns as iln^e used in IIiin study oi to die '.'si ifi.n Rosenthal s 
IL.".ihi(oi is not ILKL'/I cl'IOilUs in l'1"ckiti;j ii k'IOIIIOII.I.I I ' L . * 

.,s ' > II) 
Die u MI.lining hemolytic ,wuvii> m ti is homotud |'is:|i,ir,i-

tu s nv ii. iKw itli Hiisciiili.il s iiiliilnuii is li.u cl|\ .ittrilini.ihlc to 
il'.e tiich-'iiionad poiv-tormina pcoicms 0s--ci iIk'.I In l-i< \ ci ;tl. 
ti'••>}. I'Wfi). us long: us I'IOH .nul luv ullc.n'ucs uKs»i\cd tile 
ir.-Minntii licinolytie iictivitv oi poic hn inmy |M.ucin at • • JI .l.fi. 
" re.i- uruk i inn as.say c»»nJ i tions. the ni.i \ i riui r n i ml) tic 
a.",;.u\ viuicd at |»H 6.U and pll x.ti Moreovoi. in out stuOy 
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the trichomonad hemolytic activity assayed at pH 5.6 was ¿5% 
lower than that at pH 6.0. and at pH 8.U the hemolysis produced 
by the pore-forming protein was null. O n tlie other hand, (be 
effect of the pore-forming protein does not depend on Ca2*'. as 
was seen in hemolytic and PLA activitis. 

We conclude that T. vaginalis alkaline and acidic hemolytic 
activities depend, at least partly, on alkaline and acidic PLA, 
respectively. Alkaline and acidic PLA need to be isolated and 
further characterized to investigate whether these enzymes are 
relevant in the cytolytic mechanism of aaclerted cells, partic-
ularly ceils from vaginal mucosa. These PLA pore-farming pro-
teins and perhaps other hemolysins coukl make up a cytolytic 
mechanism involved in the virulence of (his species, as it dues 
in several other parasitic protozoa. 
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