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NOMENCLATURA

AHA absceso hepdtico amibiano

ATA Antigeno total amibiano

BCG Vacuna de bacilos de Callmete y Guerin contra tuberculosis
°C Grados centigrados

cm Centimetros

cols. Colaboradores
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DNA  Acido desoxiribonucleico
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Gal/GalNAc Lectina que tiene afinidad por Galactosa
g/dl gramos por decilitro

h Horas

HCl Acido clothidrico

HLA Aagtigenos de histocompatibilidad

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
iNOS Sintetasa del 6xido nitrico inducible

[L-1 Interleucina 1

INF+ Interferon garmma

kDa Kilodaltons

kg Kilogramos

L Litros



M Concentracion molar

mM Concentracion micromolar

MQ Megachms

mg Miligramos

mg/ml Miligramos por ml

min Minutas

MHC Complejos de histocompatibilidad
ml Mililitros

pl Microlitros

mm Milimetros

NaOH Hidroxido de sodio

N Concentracién normal

NO Oxido nitrico

PEHPS Medio de cultivo PEHPS

RNA  Acido ribonucleico

rpm Revoluciones por minuto

RPMI Medio de cultivo RPMI-6420
SREHP Antigeno proleico rico en serina
Vols Volumeues

SCID Ratongs con inmunodeficiencia combinada severa
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
x g Fuerza centrifuga

WHO Organizacion mundial de la salud
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RESUMEN

Francisco Gonzalez Salazar Fecha de graduacion: Junio, 2003
Universidad Auténoma de Nueve Leén
Facultad de Ciencias Biologicas

Titulo del Estudio:

INDUCCION DE PRODUCCION in vitro DE OXIDO

NITRICO EN MACROFAGOS HUMANOS POR

ANTIGENOS DE Entamoeba histolytica
Numero de piginas: 83 Candidato para el grada de Doctor en

Ciencias con especialidad en Microbiologia

Area de estudio: Microbiclogia médica
Propdsito y método del estudia
La amibiasis, causada por Entamoeba. histolytica s un problema de salud puablica. La
vacunacion es la forma mas efectiva para controlar las enfermedades infecciosas y
parasitarias como la amibiasis. El éxido nitrico (NO), producido por macréfagos activados,
es la principal molécula efcctora en esta respuesta inmune contra E. histolytica. Sc
desvonoce si existen antigenos vapaces de indueir esta respuesta en celulas 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 antigeno amibiano
total, libre de actividad de porteases endégenas (ATA), el cual se wiilizé directamente en
forma particulada o soluble. Las CMP st obtuvieron de un voluatario con antecedentes de
disenteria amibiana. Se realizaron los siguienies ensayos en microplacas de 96 pozos:
Activacion de linfocitos por efecto de ATA soluble y ATA particulado, produccion de NO
en cultivos de CMP inducidos con LPS, ATA soluble o particulado, efecto del ATA
digerido con tripsina sobre la produccion de NO por CMP, separacion de fracciones del
antigeno amibiano por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Determinacion de la capacidad de las fracciones de antigeno amibiano separadas por HPLC
para inducir la produccién de NO, Capacidad litica de macr6fagos activados por los
antigenos amibianos separadas por HPLC.



Contribuciones y conclusiones.

El ATA es capaz de inducir proliferacién de linfocitos en cultdvos de CMP. El ATA
induce produccién de NO en cultivos de macréfagos obtenidos de sangre periférica
humana. La induccion de produccion de NO en cultivos de macréfagos humanos obtenidos
de CMP, se incrementa por co-estimulacion con INF y o LPS. La induccion de produccion
de NO en cultivos de macréfagos humanos obtenidos de CMP, es dependiente de la
presentacion del antigeno. Las fracciones del ATA digeridas con tripsina y separadas por
HPLC son capaces de inducir la produccién de NO en presencia de LPS. Los macréfagos
humanos de cultivos de CMP, activados con las fracciones 4 y 9 separadas por HPLC.
Inducen la produccién de NO, ademds son capaces de destruir trofozoftos in vitre. Nuestros
resultados sostienen la hip6tesis planteada en ¢l 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 inmuaes celulares contra antigenos de £. histolytica. Aislamos e identificamos
dos fracciones de antigenos de E. histofytica que son capaces de inducir la produccion de
NO en cultivos de macréfagos humanos. Estos antigenos son capaces de activar a
macrofagos humanes obtenidos de sangre periférica e incrementar su capacidad litica sobre
amibas virulentas in vitro. Abrimos un nucvo camino, con enfoque promisorio y cstrategias
novedosos; considerando los fundamentos de nuesuwa estrategia y los resultados aqui
mostrados, para el desarrollo de una vacuna contra la amibiasis.

SUMMARY

Purpoese and methods of study

Amoebiasis, caused by Ernramoeba histolytica, i3 a public problem in developing
countries, Vaccination is the most effective way to control most of infectivus 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 & 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 presemtations.
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)
Dctermination 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 chromatograptty (HPLC). 6) Determination of capability to induce
NO production by the fractions of ATA obtained by HPLC. 7) Determination of cytotoxic
capability of activated-macrophages stimulated with the antigen-fractions.

Contributions and conclusions.

ATA is capable of inducing lymphacyte proliferation in PBMC cultures, with an efficiency
similar to phytohemaglutinin. ATA induces production of 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 dcpends 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 hurnan PBMC are a confident model to analyze the cellular
immuae response induced by E. histolytica antigens. We isolated and identifyed two
fractions of E histolytica capable to induce in vitrro 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 strategics, to design and develop a new vaccine against

amebiasis,

Firma del Asesor

Dr. Salvador Said Fernandez.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis €5 un problema de salud publica en todo ¢l mundo,
principalmente en los paises en desarrollo (Walsh, 1988). Esta enfermedad es
producida por el protozoario parasito Entamoeba histolytica. Las formas clinicas
mas frecuentes son la disenteria y ¢l absceso hepatico amibiano (AHA) (Petr,
1996). Se considera que en el mundo existen 50 millones de casos de disenteria y
AHA y poco mas de 100,000 muertes por aiio por estas formas clinicas (Petn,
2000). Ea México el 8.4% de la poblacion ha estado expuesta a la amibiasis: Se
estima que poco mds de un millén de casos son tratados por afio y se producen

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

1.2 El ciclo biolégico de E. kistolptica:

El ciclo vital de E. histolytica tiene dos fases: trofozoito (forma invasiva) y
quiste (forma infectiva). Los trofozoitos son las formas vegetativas y los
responsablcs de las lesiones en la pared intestinal. Las cuales producen los cuadros
patologicos de colitis amibiana y disenteria. Ademds, de ahi pueden diseminarse a
otrus organys, con mayor frecuencia al higado, v producir AHA. Byjo 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 vehiculos para infectar a un nuevo

hospedero (Martinez-Palomo, 1982).



1.3 Taxenomia

Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud reconocio que en el
intestino humano existen dos especies de amibas marfologicamente
indistinguibles, una paldgena E. histolytica y otra no patogena E dispar
(WHO,1997).

1.4. Aspectos generales de las respuestas humoral y celular.

Los linfocitos T CD4" Tyl son las células inmunes principalmente
responsables del reconocimiento de los antigenos que inducen inmunidad
protectora, mediante la activacion 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 CD4" Tyl reconozean los antigenos en la superficie de las
células. Estos antigenos se presentan unidos a glicoproteinas especializadas
perienecientes a una famulta lamada penéricamente complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés, Major Histacompatibility
Complex). Las MHC se expresan en células de todos las veriebrados superiores.
Estas moléculas se demostraron primero en ratones y se les denominé antigenos
H-2. En humanos se acostumbra llamar a los MHC como antigenos HLA, por sus
siglas en Inglés (human-leucocyte associated antigens) (Alberts, 1994).

Existen dos clases de MHC, los de clase [ y los de clase [I. Estas moléculas
tienen estructuras muy parecidas. Ambos son heterodimeros 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 estin constituidos por una cadena de alto peso

molecular que tiene 3 dominios extracelulares a,, @z ¥ 03, en su extremo amino



terminal, los cuales estin codificados por exones separados. Esta regiéon de la
proteina estd unido en forma no covalente can un pequeiio péptido, lkamado ;-
microglobulina, la cual no esta codificada por las secuencia de DNA en el locus
del MHC. En cambio, las moléculas MHC clase Il estin formadas por 2 cadenas
polipeptidicas, la @ y la ). Cada una de las dos cadenas que las constituyen son
polim{rficas. La tnica cadena de alto peso molecular de las moléculas MHC clase
[ tiecnen un dominio transmembranal, en tanto que en las MHC clase [l tanto la
cadena @ como la B tienen un dominio transmembranal cada una. Tanto los MHC
clase 1 como los clase Il tienen un surco, donde algjan los epitopos para
presentarios a los linfocitos T. En los MIIC clase [ este surco esta formado por los
dominios o) ¥y @z ¥y en los de clase [1 por los dominios o de la cadena a y f§; de la
cadena (3.

Los antigenos MHC clase [ y los clase 1] tienen diferentes funciones: Los
antigenos MHC de clase [ se expresan virtualmente en todas las células nucleadas
de mamifero, presumiblemente porque estos antigenos son parte de un mecani'smo
que permite a los linfocitos T citotdxicos reconocer a cuslquier célula que haya
sido infectada pour un microorganismo intracelular, como los virus. Estos antigenos
se sintetizan en sistema reticulo endoplasnuco rugoso de las células infectadas,
siendo su sintesis dirigida por el RNA viral. Estas proteinas se digicren en unas
estructuras especializadas llamadas proteosomas. Los péptidos que resulian de esta
digestion s¢ transportan al lumen del sistema reticulo endoplasmico rugoso, de ahi
al aparato de Golgi, donde se ensambla la B2 microglobulina y el antigeno extrafio

(viral) con las proteinas MHC tipo I, se forman vesiculas conteniendo los



complejos, las cuales son transportadas hasta la membrana plasmatica dec la célula
infectada, para ser presentado. Una vez que el antigeno inserio en el surco de la
molécula del MHC clase I, arnba descrita, este complejo antigeno-MHC es
recanocido por los linfocitos T CD8" (kilfer), y como consecuencia de ello esta
célula se activa y destruye a las células infectadas. De esta manera se restringe
diseminacion de los virus (Alberts, 1994).

Los antigegos del MHC clase I se encuentran predominantemente en
células especializadas, conocidas como presentadoras de antigeno (linfocitos B,
células dendriticas y macréfagos). Estas células presentan antigenos extracelulares
(solos o provenientes de micreorganismos enteros 0 fragmentos de €stos) a los
linfocitos T CD4" (helper). Este procesa se lleva a cabo, en ténninos generales de
la siguiente manera: El antigeno integro ¢s endocitado por la célula presentadora
de antigeno. y llega al interior dc ésta en un endosoma temprano, el cual madura a
medida que se intemaliza en la célula. Entonces se toma en endosoma tardio. En la
membrana de este endosoma tardio se insertan moléculas preensambladas clase 11,
las cuales ticnen unidas unas proteinas llamadas cadenas invariantes, las cuales
evitan que estos heterodimeros capturen péptidos en el lumen del sistema reticulo
endoplasmico rugoso, y dirigen a las moléculas MHC clase I desde la red trans-
Golgy al endosoma (donde se encuentra con el antigeno extracelular), En el
fagosoma tardio, el antigeno extracelular puede someterse a una protedlisis
limitada, y algunos de fragmentos unirse al heterodimero clase 11, ya libee de la
cadena iavariante, dingise en una vesicula a Ja membrna plasmauca y
ensamblarse cn ésta, o ser degradado completamente en un lisosoma. En el primer

caso, al entrar en contacto ¢l heterodimero clase IT con el epitopo, el heterodimero



inmediatamente lo captura y 1o fija en el canal que forthan sus dominios & y Ba.
Mediante este mecanismo se reconocen epitopos de proteinas de particulas virales,
bacterias, protozoarios o cualquier otro matenal protéico que haya sido endocitado
y digerido por celulas fagociticas especializadas. Como antes comentamos, €stos
complejos son reconocidos por los linfocitos T CD4". Para que estos linfocitos se
activen se requieren dos tipos de sefiales: La seflal uno es el complejo formado por
el antigeno de histocompatibilidad clase I que tiene unido en al antigeno .
extracelular (arriba descrito), el cual activa un receptor constitwdo por una serie de
proteinas invariantes llamado complejo CD3. Se piensa que este complejo activa
una serie de tirosina-quinasas, entre ellas la proteina Fyn (que forma parte del
complejo CD3, y otras proteinas, entre ellas una fosfolipasa C-y, que a su vez
activa la ruta de sefializacion del inositol especifico en la superficie del linfocito T
CD4". La segunda sefial puede ser una sefial secretada, por ejemplo interleucina-1
(IL-1) o la proteina B7, unida a la superficie de la célula presentadora de antiéenc:;,
B7 es reconocida por €l co-receptor presente en el linfocito kelper 1lamado CD28.
Si esta presente la sefial 1, pero no la 2, la célula helper puede quedar inactivada.
En cambio, si el linfocito T CD4" recibe ambas sefiales, entonces éste se activa, se
inicia una proliferacion clonal y se secretan una variedad de interleucinas. Una vez
que el linfocito T CD4" ha sido estimulado por el antigeno, otra serie de proteinas
son reclutadas para incrementar la fuerza de unién entre la célula helper o los
linfocitos T CD$" y la célula blanco. (Janeway y Travers, 1997). Por otro lado, los
macrofagos son activados por efecto de las interleucinas de los linfocitos T CD4"

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



intecleucinas 4 y 10, el interfern y (INF-y) y el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a). Los macréfagos 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, ademas de
intermediarios de oxigeno (p.e. Hy0;) y nitrogeno reactivos [(p.e. dxido nitrico
(NO)I.

1.5 Aspectos inmunaoldgices relacionados cen la relacién huésped/parisito en
la amibiasis.

Es aceptado universalmente que las mejores armas de que se dispone
actualmente para el cantrol de la amibiasis, y en general de casi todas las
enfermedades infecciosas y parasitarias son campafias de educacion a la poblacian,
diagnostico oportuno y confiable, medicamentos efectivos y sobre todos los
métodos eficaces de prevencidon: La vacunacion es uno de los métodos de control
mas poderosos (Bloom, 1989).

Uno de los temas més intensamente estudiados en el campo de la amibiasis
es la identificacidn y caractenizacion de los factores involucrados en la patogenia y
la respuesta inmune del huésped. Esto con el proposito de conocer mejor la
biologia del agente causal de esta enfermedad, lo cual es un requisito para
desarrollar nuevos medicamentos y una vacuna contra la amibiasis (Said-
Fernandez, 1997, Carrero, 1996).

Existen reportes que indican que la inmunidad celular juega un importante
papel cn la inmunidad protectora contra el AHA (Petri, 2000, Sepilveda,

Martinez-Palomo, 1982). De Ledn (1970) realizdé un estudio epidemioldgico que



sugiere que existe una proteccion contra la formacion de AHA durante por lo
menos 5 afios en pacientes convalecientes de una primera infeccion. Este
antecedente arriba expucsto adquiere una especial importancia cuando se pretende
desarcollar una vacuna contra la amubiasis, o cualquier otra enfermedad infecciosa
0 parasitaria, dado que constituye un pre-requisito €l hecho de que la inmunidad
natural per se brinde a los pacientes una proteccion de largo plazo, como es &l caso
de la amibiasis y como ha sido satisfactoriamente probado can otras enfermedades
susceptibles de ser prevenidas por vacunacién; por ejemplo la varicela y el
sarampion (Stanley Jr, 1997).

Existen indicios de que en la respuesta protectora inducida por AHA
participan tanto la inmunidad humoral comeo la inmunidad celular. Por un lado, los
pacientes convalecientes de AHA producen anticuerpos circulantes contra E.
histolytica una semana despuss de iniciada la iafeceidn (Krupp, 1970). Sin
embargo, ¢l AHA se puede producir a pesar de la respuesta humoral (Correa-
Lemus, 1987, Petri, 1996, Krupp, 1970). Entonces, segin algunos autores, la
respuesta humoral no es suficiente para brindar proteccion completa a estos
pacientes, pero si juegan un papel importante en la respuesta inmunolégica
protectora global; por lo menos, en modelos animales; ya que ¢l suero de pacientes
oonvalecientés de AHA inhibe el desarrollo de AHA cuando se trata de inducir la
formacion de abscesos expenmentalmente en ratones inmunodeficientes (estos
ratones se denominan SCID 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 [gA secretores parecen jugar un papel
importanie en la proteccion contra infecciones intestinales subsecuentes por E.
histolytica (Stanley, Jr, 1997; Carrero , 1994).

Por el otro lado, cuando hablamos de inmunidad celular. La participacion
directa de este tipo de inmunidad esta bien demostrada en la proteccion del
desarrollo de AHA, por lo menos en animales. Se ha demostrado en modelos
animales que la depresion de la inmunidad celular resulta en una susceptibilidad
incrementada al desarrolio de AﬁA
(Stemn, 1984; Ghadirian; Meerovitch, 1981, Wijesundera, 1980). Los hamsteres
cuando son timectomizados y tratados con anticuerpos anti-linfocitos desarrollan
AHA de mayor tamafio que los controles (Ghadiran y Meerovitch, 1981). En estos
mismos animales cuando se les eliminan sus macrofagos utilizando silica gel se
producen abscesas mayores y metastasis a diferentes organos mientras que cuando
s¢ activan estas mismas células con BCG éstas lesiones son de menor tamarfio
(Ghadiran y Meerovitch 1982). Lo mismo ocurre cuando se inocula a hdmsteres
con anticuerpos anti-macrofagos (Ghadiran y Meerovitch, 1983). Por el contrario
se ha reportado que la vacunacion con BCG, la infeccion con Trichinela spiralis,
la infeccion previa con E. histolytica y la vacunacion cou antigenos amibiangs
inducen una inmunidad protectora, la cual es independiente de la produccion de
anticuerpos (Ghadirian , 1983; Ghadirian y Mcerovitch,1980; Ghadirian, 1980).
Las células de bazo de animales vacunados o protegidos contra AHA, transfieren
iraunidad protectora a los hasusteres 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 esta 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 antigenos amibianos in
vitro (Salata, 1987). Ademads, los macrofagos activados de individuos sanos o
convalecientes de AHA pueden matar trofozoitos in vifro (Salata, 1986). Se ha
demostrado que los macréfagos y los linfocitos T CD4" son responsables de la
respuesta protectora contra la formacion de AHA en modelos animales (Hagq,
1984; Denis y Chadee, 1989; Wang, 1992, Sher, 1980). Por otro lado, los
linfocitos T CD8" tienen capacidad citotéxica in vitro contra trofozoitos cuando
éstos son estimulados con antigenos amibianos o lectinas. (Salata, 1987). Se han
identificado antigenos de E. histolytica que estimulan la produccion de TNF-a,
aumentando la produccién de NO en un medelo in vitro de macréfagos murinos
(Seguin, 1995). Finalmente es ampliamente aceptado que el NO es la principal
molécula efectora producida por los macrofagos para matar a las amibas (Seguin,
1995;1997; Lin, 1995).
1.6 Importancia del Oxido Nitrico en la respuesta celular anti-E. histolytica
En este trabajo es de especial inter¢s el NO, cuya sintesis es debida a la
actividad de Ia sintetasa del 6xido nitrico inducible (iNOS) (Lanzavecchia, 1993).
El interferon gamma (INF-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) son las
principales linfocinas responsables de la activacion de los macrofagos para la
produccion de NO (Denis y Chadee,1989), el cual es muy toxico para los

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



molécula efectora producida por los macrofagos y es citostitico o citotoxico contra
los agentes responsables de enfermedades infecciosas o parasitarias como SIDA,
Lesmaniasis, Malaria, Esquistosomiasis, Toxoplasm¢sis y Tripanosomiasis
(Buknnsky,1995; Vouldokis, 1995). Ademas, se ha postulado que el NO,
producido por macrdfagos de hamster, es el principal responsable de la muerte de
trofozoitos virulentos de E. hisrolytica (Seguin,1997; Lin , 1994). En otro trabajo
se propone que el NO es la principal molécula efectora que sintetizan los
macrofagos de hamster para matar a las a.mibﬁs en cultives de macrofagos murinos
in vitro ( Lin, 1995). Se ha demostrado también que los macrofagos activados por
las linfocinas INF-y y TNF-a son capaces de producicr NO in vitre (Denis 1989;
Lin 1992 ; Lin 1994).

Cuando un antigeno es fagacitade por las células presentadoras de antigena
profesionales, procesado en su interior y presentado en su s.uperﬁcie. Es posible
aislarlo a parir de estas células activadas. Este mecanismo de procesamiento y
presentacion 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
(Lalvami, 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 antigeno
de £ histulytica con incrementando su niumero (Ganguly, 1981).

Los linfocitos de sangre periférica de pacientes convalecientes de AHA

tiencn la capacidad de proliferar y sintetizar DNA en presencia de antigenos de £
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histolytica (Sabanat, 1973; Segovia, 1980). Los linfocitos cuando se incuban con
proteinas solubles aisladas de trofozoitos de £ Fhistolytica inducen la activacion de
macrofagos y €stos son capaces de matar a trofozoitos de una cepa patigena de E.
histolytica  (Salata, 1986). La poblacidn de linfocitos responsable  del
reconocimiento de antigenos que inducen una respuesta celular protectora, son los
linfocitas CD4™ Tul (Rabinabitch, 1994).

1.7 Antigenos amibianos inductores de la respuesta inmune celular.

Se han aislado varios antigenos de E. histolyfica capaces de inducir una
respuesta inmune protectora contra la formacion de AHA en animales de
laboratorio infectados experimentalmente con trofozoitos. Existen por lo menos
tres antigenos capaces de inducir esta respuesta. El primero que mencionaremos es
la proteina rica en serina (SREHP, por sus siglas eo Inglés: Serine Rich Entamoeba
histolytica Protein. La cual se descubrid como un factor de virulencia. Este
antigeno es un peptido de aproximadamente 25 kDa. Se denomina proteina rica en
serina porque contiene una gran cantidad de residuos de €ste aminoécido [(52 de
los 233 residuos de aminoacidos que contiene) (Stanley Jr., 1990)). SREHP es una
proteina de superficie que tiene 2 regiones hidrofobicas, cada una situada en los
extremos carboxilo y amino terminales, y una cadena de aminodcidos que conticne
una serie de repeticiones en tindem de un dodecapeéptido u octapeptido tudrofilico
(Stanley Jr. 1990). Es altamente inmunogénica. Se sabe que cn ¢l 80% de lus
pacientes convalecientes de AHA tienen anticuerpos dirigidos contra este
antigeno. (Stanley Jr. 1991). Cuando ratones SCID se inmunizaron con
anticuerpos monoclonales de congjo dirigidos a este antigeno conjugado en forma

recombinante (SEP-TrpE) estos ratones no desarrollaron AHA cuando fueron
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reiados con un indculo intra-hepatico de trofozoitos virulentos de £ Histolytica.
(Zhang, 1994). Del mismo modo cuando se vacunaron gerbos con ia proteina
recombinante SREHP-MBP por via peritoneal o intradérmica se obtuvo una
proteccion del 64 al 100% cuando se traté de inducir la formacion de AHA
inoculando por via intrahepatica trofozoitos de amibas virulentas. (Zhang, 1994).
Otro de los ant{genos amibianos mas estudiados es una lectina que tiene aﬁnidad
por (alactosa y que se depomina lectina Gal/GalNAc esta proteina es mas 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 region
pobre en cisteina, una region de seudo repeticiones y una region rica en cisteina.
(Zhang, 1992). Este antigeno es muy inmunogenico, cabe mencionar que el %0%
de los pacientes convalecientes de AHA tienen anticuerpos dirigidos contra este
antigeno y parece ser que la gran mayoria de cstos van dirigidos a la subunidad de
170 kDa (Ravdin, 1990). Zhang y col. (1992) encontraron que todos los pacientes
convalecientes de AHA tenian anticuerpos contra la region rica en cisteina,
mientras un 89% contra la region pobre en cisteina; y que solo un 9% tenia
anticuerpos contra la region de seudo repeticiones. En los gerbos vacunados con la
lectina se encontrd un 67% de proteccidn cuando los animales vacunados se
inocularon con amibas virulentas, via intrahepatica (Petri, 1990); mientras que
cuando se vacuna con un péptido recombinante contenicnda Unicamente la
fraccion rica en cisteina de la unidad de 170 kDa se obtuvo una proteccion de un
81% (Zhang T., 1994 T). Un péptido membranal de 29 kl)a se ha aislado de
algunas clonas de E. histolytica (Reed, 1992, Flores , 1993). Esta proteina es muy

inmunagénica y se ha reportadoe que el 80% de los pacientes convalecientes de
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AllA tienen anticuerpos contra ésta, ya sea de origen natural o recombinante
(Flores, 1993). De los gerbos vacunados con una proteina de fusion conteniendo
este péptido solo el 30% desarrollaron AHA, mientras que el 59% dg los controles,
que solo recibieron adyuvante, dese;rrolla:on abscesos (Soong, 1995).

1.8.- Importancia de la iomunidad celular en [a proteccién contra el
desarrollo de AHA en animales inoculados experimentalmente

Existen antecedentes de la imponancia de la inmunidad celular como una
herramienta util en la proteccion contra la formacion de absceso hepitico en
animales de laboratorio. Las c€lulas mononucleares periféricas, células
peritoneales y linfocitos de bazo de himsteres vacunados o protegidos contra
AHA son capaces de matar trofozoitos de E. histolytica in vitro (Ghadinian, 1982).
Los linfocitos de c€lulas peritoneales o los linfocitos de bazo de hamsteres
vacunados o protegidos contra la formacion de AIIA confieren inmunidad
protectora cuando son trasferidos a hamsteres no protegidos (Ghadirian, 1983). La
induceion de la activacion de macrofagos con BCG induce proteccion parcial para
la formacion de AHA en hamsteres (Ghadinan, 1982).

En lo que se refiere a induccion de proliferacion de linfocitos, se han
realizado ensayos con extractos crudos de proteinas solubles amibianas,
induciendo proliferacion 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
proliferacion de linfocitos humanos utlizando fracciones lisosomales de un

antigeno amibiano (Segovia, 1980),
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Hasta la fecha los estudios que se han realizado para inducir produccion de
NO utilizando antigenos amibianos se¢ han realizado en modelos en animales
principalmente ratones (Lin, 1994, Seguin, 1997). Los antigenos utilizados para
inducir produccion de NO e estos modelos han sido principalmente las proteinas
solubles amibianas y la lectina que sc une a galactosa. (Seguin, 1995; 1997). Se
reconoce que los principales factores asociados a esta respuesta son las Citocinas,
TNF-a ¢ INF-y (Wang, 1992; Denis y Chadee,1989). Se ha determinado que la
produccion de NO capacita a los macréfagos activados para matar a las amibas
cuando se cultivan juntos (Demus y Chadee,]989; Seguin, 1997), y que esta
actividad es dependiente de la adecuada estimulacion de la enzima iNOS sintasa
(Lin, 1992; Seydel, 2000).
1.9. El prablema

Como se ha mencionado la vacunacion es la forma mas efectiva y
econdrmuca para controlar las e¢nfermedades infecciosas y parasitarias. Se han
hecho avances notables en el desarrollo de la vacuna contra la amibiasis, pero aun
no se encuentra la adecuada. Cuando se habla del desarrollo de vacunas en contra
de las enfermedades producidas por prutozoarios nes 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 trabajada y que actualmente trabajan en el
desarrollo de una vacuna contra amibiasis, s¢ han limitado a aislar antigenos
localizados en la superficie celular, sin darle importancia al resto de los antigenos

celulares. Ademas, se ha probado la capacidad inmunogénica de tales antigenos
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por separado. Es decir, utilizando un solo antigeno a la vez, generalmente
acompafiado de algin adyuvante. Ademas, en la mayor parte de los estudios de
induccion de la respuesta inmune se han utilizado células animales o animales de
laboratorio. Esto conlleva los siguientes riesgos: primero; al utilizar antigenos
superficiales se deja de lado la posibilidad de que alguno de los antigenos
intracelulares sea un importante inmunégeno. Segundo; al utilizar un solo antigeno
de superficie existe la posibilidad de que el protozoario cambie el determinante o
determinantes antigénicos contra los que estd dingida la vacuna, dejandola 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 region determinada de nuestro planeta
tendria eficacia s6lo 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 antigeno sea reconocido solo por un
determinado grupo de poblacién que posea ese HLA y no por otras personas que
no posean este haplotipo HLA. Quinto, el utilizar animales de iaboratorio para
ensayar inmunidad protectora contra amibiasis podria producir resultados que no
necesariamente son extrapolables a los seres humanos. Es decir, es posible que los
antigenos reconocidos por estos animales no sean los mismos que los reconocidos
por las células inmunologicas humanas.

1.10 Originalidad

Nosotros nos propusimos analizar la capacidad de antigenos amibianos de inducir
la produccion de NO, el cual se conoce es la principal molecula producida por

macrofagos y es capaz de matar a los trofozoitos de E. histolytica. La finalidad de
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este estudio es aislar varios antigenos capaces de inducir esta respuesta en
macrofagos humanos para en posteriores estudios utilizar todos estos antigenos
(Juntos 0 en combinacién) en un vehiculo molecular y determinar la capacidad
inmunogénica de estos antigenos para considerarlos como candidatos a una vacuna
contra amibiasis. Pensamos que la estrategia que utilizamos en el presente
proyecto podria eliminar a al menos disminuir algunos de los riesgos sefialados en
el apartado inmediato anterior

1.11 Hipétesis

E. histolytica posee antigenos que son capaces de inducir la produccidn in vitro de
NO por macrofagos humanos.

1.12 Objetivo general

El objetivo de nuestro trabajo es aislar algunos de los antigenos de E. histolytica
que son reconocidos linfocitos T CD4" y macréfagos humanos e inducen la
produccion de NO.

1.13. Objetivos especificos

1.- Determinar la capacidad mitogénica del antigeno total amibiano (ATA) sobre
cultivos de células mononucleares periféricas.

2.- Analizar la capacidad del ATA para inducir la produceidn in vitro de NO en
cultivos de macrofagos humanos.

3.- Determinar las condiciones dptimas de produccion de NO en cultivos de
macrofagos humanos activados con ATA.

4.- Investigar si la activacion de los macrofagos inducida por ATA puede ser co-

estimulada agregando LPS y/o INF-y a cultivos de macrofagos humanos.
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5.- Investigar si la activacion de los macrdfagos con produccién de NO es
dependiente de la presentacion del antigeno.

6.- Determinar la capacidad de las fracciones de antigenos amibianos digeridas con
tripsina y fraccionados mediante cromatografia liquida de alta resolucion (IIPLC)
para inducir produccién de NO en cultivos de macréfagos humanos.

7.- Aislar las fracciones separadas por HPLC y que son capaces de inducir
produccion de ON en cultivos de macrofagos humanos.

8.- Determinar si la produccion de ON inducida por fracciones de antigeno
separadas por HPLC en cultivos de macréfagos humanos ¢s dependiente de la
concentracion de proteina existente ¢n cada una de eilas.

9.- Investigar si los macrOlagos activados por lay {racciones mencionadas son
capaces de reconocer y matar trofozoitos de amibas virulentas recién recuperadas
dc AHA producidos en hamsteres.

10.- Descartar la capacidad activadora de macrofagos por cualquiera de los
componentes de los medios, enzimas o solventes utilizados a lo largo de nuestros

€Nsayos.

17



CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS
MATERIAL
2.1 Origen de los reactivos:

Los reactivos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron de grado
analitico o grado HPLC, segin si se hubieron utilizado para el desarrollo de
ensayos o separacion de antigenos utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Se adquirié de Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) Dextrosa, L-cisteina,
dcido ascdrbico, tris-HCl, tripsina, tipopolisacaridos de Escherichia coli serotipo
0127:B8, albimina bavina, glutaraldehido, glicina, Carbonato de sodio, hideoxido
de Sodio, reactivo de Folin, naftil-etilendiamina, sulfanilamida, nitrito de sodio,
HEPES , 1nzma base, Tns HCI, carbonato de sodio, sufato de cobre, tartrato de ‘
sodio y potasio, y medio RPMI-1640 para cultivo i» vitre de células de mamifero,
Ficoll-Hypaque, Azul Tripano, Suero bovino fetal Bioxon, Becton Dickinson de
México, S. A. de C V. (Cuautitlan Itzcalli, Estado de Meéxico), Peptona de
caseina, jeningas y agujas desechables,

De Spectrum Quality Products Inc. (Gardena, CA, New Brunswick, NJ, USA):
Fosfato de potasio monobdsico, fosfato de potasio dibasico.

De Merk México S.A.- de C.V.: Cluroforme y etancl.

De Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V,, Monterrey, NL: Hidroxido de
sodio.

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

columna y guardacolumnas para cromatograma.
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De Infra S.A. de C.V. Edo. de México. Nitrégeno, grado NF UN 1066.
2,2 Material biolégico:
2.2.1 Amibas:

Se utilizaron amibas de la cepa HM-1 IMSS (Diamond, 1968) mantenidas en
condiciones axénicas (Said Femandez y Cals., 1938) ecn nucstro laboratorio por 23
aflos. Estas amibas tenian tres pases por higado de himster, habiendo producido en
cada pase AHA grado V (Cruz-Vega y Cols., [997), v habiendo sido recuperadas a
parir de las lesiones (Gupta, 1998), con la finalidad de que éstas estuvieran
expresanda su mayor virulencia en €l momento de realizar los analisis descritos en
este trabajo.

2.2.2 Ceélulas moaouucleares de sangre periférica:

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron de un
voluntario sano, adulto, del sexo masculino, sin antecedentes de AHA, pero si de
colitis amibiana, tratada médicamente con buena respuesta y al momento del
estudio se encoatraba asintomaético. Su biometria hematica mostraba hemoglobina
de 16.0 g/dl, con 5,450 leucocitos por dl diferencial de 56% de neutrofilos, 36%
linfocitos, 6% monocitos 1% cosindfilos y 1% de basdfilos. El suero de cste
pacicnte se probo por ¢l meétodo de ELISA para buscar anticuerpos contra
Hepatitis B y C, SIDA, Brucelosis y Sifilis se reportaron negativos. El
mencionado paciente recibi¢ la vacuna BCG y su prueba de tuberculina resulto
positiva. No tenia antecedentes de ninguna patologia ¢crénica o datos de cancer. No
padecia ninguna enfermedad que comprometiera su sislema inmune. Los andlisis

clinicos de este paciente fucron realizados en el Centro Regional para el Estudio,
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Investigacion y Tratamiento de los pacientes con leucemia, Hospital Universitaria,
Monterrey, Nuevo Ledn, México.

2.3 Preparacibun de lgs Medios de Culfivo

2.3.1. Extracto de Higado y Pancreas (EHP)

Preparacién y almacenamiento. Para cada lote de EHP se utilizaran 350 g de
pancreas bovino, 350 g de pancreas de verdo y | kg de higado de bovino. El
higado y pancreas, se limpiaron de tejido conectivo, se lavaron con NaCl al 0.85%
y sc cortaron en trozos pequeiios (cubos de aproximadamente de 2 cm de lado); los
cuales se molieron con un melino eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L. México). El
producto se licud y s¢ mezclo con 1.354 Vols, de PBS, pH 8.0 precalentado a
56°C. Para ajustar ¢! pH se agregaron 10 ml de NaOH 10 N por cada 2,800 ml del
licuado y se incubaron 4 h a 37°C. La mezcla se colocs en un vasa de precipitado
de 4 L de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware Division, N.Y., USA) y
se calentd en autoclave a 121°C por 15 min. [nmediatamente después se retiro el
sobrenadante con un' colador y se filtré a fravés de ocho capas de gasa
superpuestas. El producto se tl'lemlé con tierra de diatomeas (250 ml de tierra
blanca, Hiflo Estindar/litro de extracto) y se filtrd, pasindolo a través de un
colchon de 400 ml de tierra de diatomeas Estindar Super Cel] (Almeria, Jhons
Marville Corp. Jalisco, México) sobre un matraz Kitasato de 4 L.

El colchon de tierra‘de diatomeas se prepard suspendiendo 200 ml de tierra en
agua desionizada, aforando a 1 L. La mezcla se hizo pasar a través de un filtro
Whatman # | (Whatman, Laboratory Division; Springfield Mill, Maidstone Kent.,

Inglaterra), colocado sobre un embudo Buchner, dejande la tierra compacta pero
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evitando que se formaran grietas. El producto final se almacend a -20 °C hasta el
momento de usarlo (Said-Femaindez y cols., 1988).
2.3.2 Preparacion del PEHPS (Said-Fernandez y col., 1988).

Composicion del Medio:

31 5 O 250 ml
Peptona de caseina,......couemmennseiree PR — 10g
L6111 L SRS —— 6g
I S ————————— lg
Acido ascOrbICO.....uvveurirsssmiiomsirnarerersservaesnses 02g

| 80 o @ FOROp SR —— . ¥ ]

| G g 10 8 7S S lg
Agua desionizada C.b.p. ....ccniesninsiinnninn. 1000 ml

Preparacion del medio basal EHP; Inmediatamente antes de usarse el EHP se
descongeld en baifio de agua a 37°C y se filtrg haciéndolo pasar a través de un
filtro Whatman # L, con ayuda de vacio. El filtrado s¢ mezclo con ¢l resto de los
componentes sélidos. Se ajusté el pH a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1000 ml
con agua desionizada, El medio s distribuyd en alicuotas de 10 ml, en tubos para
cultive de 16 x 125 mm, con tapdn de rosca (Pyrex, Beaker Griffin, Corning glass
works, Corning, NY, USA), o de 450 ml, en frascos para cultivo en suspension de
500 ml "Spinners", (Bellco Glass Inc. Vineland, NJ, USA). Los tubos se
esterilizaron en autoclave, a 121 °C por 1S min. Los tapones de los tubos se
dejaron flojos para esterilizarlos y se apretaron inmediatamente después. El medio
se almaceno a temperatura ambiente hasta ¢l momento de su uso.

Preparacidn de suero bovine. El sucro bovino se prepard en nucstro laboratorio,
scparandolo por decantacién de la sangre de bovinos recién sacrificados en un
rastro local. [nmediatamente después el sucro se centrifugé a 450 x g, por 15 min,

a 4°C, en frascos de 1 L de capacidad de palicarbonato (Nalgene Labware
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Division, N.Y., USA), para eliminar los eritrocitos que ain quedaban en
suspensién. Inmediatamente después el producto se distribuyo en alicuotas de 500
ml en frascos de vidrio y se almacené a —20 °C. Antes de usarlo, el suero se
descomplementé por calentamiento a 56 °C por 30 min y se distribuyé en
volumenes de 40 & 100 ml en botellas estériles de borosilicato (Pyrex, Beaker
Griffin, Coming glass works, Comning, NY ,USA) con tapdn de rosca. Después, se
inoculd 1 ml de suero de cada botella en un tubo comteniendo 10 ml de medio
PEHP y se incubd por 3 dias para comprobar su esterilidad. Luego se almaceno a -
20 °C hasta el momento de usarlo.

A cada tubo con 10 ml de medio se le afiadio | ml de suero
descomplementado, en condiciones asépticas. Cuando fue necesaria obtener
voliunenes mayares de trofozoitos se utilizaron frascos con dos bacas, tapones de
rosca y agitacion magnética, llamados “Spinners”, con 500 de capacidad (Bellco
Glass Inc. Vineland, NJ, USA ) (conteniendo cada una 450 ml de medio PEHPS y
45 ml de suero) (Said-Fernandez S, 1988, Said Ferndandez y Mata Cardenas, 1992).
2.3.3 Preparacion del medio RPMI

Para preparar el medio RPMI, se mezclaron 500 ml de medio RPMI y 50 ml
de suero bovino fetal, en condiciones asépticas, en a un frasco estéril de 1 L de
capacidad con tapdn de rosca. El medio se distribuyd en alicuotas de 100 ml en
frascos estériles de borosilicato (Pyrex, Beaker Griffin, Coming glass works,
Coming, NY, USA) con tapon de rosca de 120 ml de capacidad. El medio asi

preparado se almacend en refriperacion (2-8°C) hasta su uso.



2.4 Composicion y Preparacion de las Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada, com una
resistividad de 4 megaohms (MQ). El agua se desionizo con un desionizador
Barstead (Barstead Co. Sybtbn Div., Boston, MA. USA).

2.4.1 Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Composicion:
NaCl..... WROS———— 65¢g
KHoPQliiiivssaaisnimiisn 0ag
Agua desionizada c.b.p. .........1000 ml

Los componenies st disolvieron, se ajusté el pH a 7.4 con NaOH 10 N y la
solucién se aforé a | L, se distnbuyé en alicuotas de 10 ml, se esterilizd en
autoclave y se almaceno en refrigeracion (2-8°C) hasta su uso.

2.4.2 Solucidén de Tris HCI, pH 8.0

Para preparar solucion Tns HCI 0.08 M (pH 8.0), se pesaron 1.264g de Tns
HCl y se disolvieron en agua desionizada. Se ajustd la solucion a pH a 8.0 con
NaQH 10 N, se aforé a 100 ml con agua desionizada. La solucidn se distribuyé en
frascos de borosilicato de 120 ml de capacidad con tapén de rosca (Pyrex, Beaker‘
Gunffin, Conung glass works, Corning, NY, USA) y se esterilizo en autoclave ( a
121°C por 15 min), y s¢ almacend en refrigeracion (2-8°C) hasta su uso,
24.3.LPS

Para preparar la solucion de LPS se pesaron 10 mg de lipopolisacaridos de
Escherichia coli serotipo 0127:B8 Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) y se

disolvieron en 10 ml de agua desionizada. La solucion se almacend en tubos
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cénicos de polipropileno de |5 ml de capacidad, estériles (Coming Inc, Coming
NY., USA) y se guardd en refrigeracion hasta su uso.
2.4.4 Solucién de albamina

Esta solucidn se utilizd como testigo para los ensayos y para la
cuantificacién de proteinas por el métoda de Lowry y cols (1951). Se prepacd
cumo sigue: Se pesaron 10 mg de albimina bovina, fraccion V, y s¢ disolvieron en
10 ml de agua desionizada. La solucion se almacend en tubos conicos de
polipropileno estériles con tapon de rosca, de 15 ml de capacidad (Coming Inc,
Coming NY., USA) y se guardd en refrigeracion hasta su uso.
2.4.5 Solucidén de glutaraldehido

Se diluyeron 100 pl de glutaraldehido grado Il al 25% en solucion acuosa
Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) con 50 ml de agua desiomzada estéril.
La solucidn de glutaraldehido con la concentracion final de 0.05% se almacend en
frascos color ambar de borosilicato yde 120 ml de capacidad y con tapén de rosca
(Pyrex, Beaker Griffin, Caming glass works, Coming, NY, USA) y se guardo en
refrigeracion hasta su uso.
2.4.6 Solucion de fitohemaglutinina:

En un twbo estéril con tapén de rosca se mezcld 1 volumen de la
presentacion comercial de fitohemaglutinina (100 mg/ml) con 9 volimenes de
medio RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovine para obtener una solucion

de trabajo de 10 mg/ml, y se almacené a — 20 °C hasta su uso.
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2.4.7.- Solucién de PH- Timidina] ("H]-TdR)

Se mezclaron en un crio-vial (Nalgene Labware Division, N.Y., USA) 900 pl de
medio RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovino fetal con 100 ul de la
preparacion comercial de [*H]-TdR (Sigma Chem Co (St Louis Misouri, USA) (5
pCi/ml), y se almacend a— 20°C hasta su uso.

2.4.8.- Soluciones para cuaatificar nitrites.

Reactivo A. Se disolvieron 100 mg de naftildietanclamino en 100 ml de agua
bidestilada, y la solucion se almacené la salucion en un frasco de borosilicato
dmbar, con tapdn de rosca a 0-4 °C.

Reactivo B. Se disolvio 1g de¢ sulfanilamida en 100 ml de H; PO, al 5 %. La
solucién se almacené en frasco ambar, de borosilicato con tapon de rosca a (-4 °C.
Solucion de referencia (1 X): Se disolvieron 69 mg de nitrito de sodio en 100 tnl
de agua bidestilada. De esta manera se obtuvoe una solucidn 1| mM.

2.4.9. Azul de Tripane al 0.1%

Se pesaron 10 mg de colorante Azul de Tripano y se diluyeron en 10 ml de agua
bidestilada inmediatamente antes de usarse. La solucion se almacené a
temperatura del laboratorio hasta su uso.

2.4.10 Soluciones para cuantificacion de proteinas por el método de Lowry et
al,, (1951)

Solucign A: Se disolvieron 2 g de Na;CO; enl00ml de NaOH 0.1N.

Solucion BI: Se disolvieron 2 g de tartrato de sodio y potasio en 100ml de agua
Solucion B2: Se disolvid 1g de sulfato de cobre en 100 ml de agua desionizada.

Reactivo de Folin: Se diluycron 5 mi de solucidn de Folin con Sml de Y(C] 1¥.
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Solucion C: Se mezclaron 49 ml de solucion A, 0.5 ml de solucién Bl y 0.5 ml de
solucion B2.

2.4.11 Soluciones para cuantificar nitritos por ¢l métode de Griess (Green,
1982)

Solucion A: Se disolvid 0.1 g de Naftiletilendiamida ( N 5889) en 100 ml de agua
bidestilada. La solucion se almaceno en frascos de borosilicato de (20 ml de
capacidad color dmbar con tapin de rosca y protegidas de la luz a una temperatura
de refrigeracion de 0-4°C.

Solucién B: Se disolvié | g de sulfanilamida (S 9251) en 100 ml de écido
ortofo.sf(')rico al 5% (v/v). La solucidn se almacend en frascos de borosilicato de
120 ml de capacidad color ambar con tapdn de rosca y protegidas de la luz a una
temperatura de refrigeracidn de 0-4°C.

La solucion 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.

Solucion estindar de mitritos: Se prepara disolviendo 0.069 g de nitrito de sodio
en (00 ml de agua bidestilada. Asi obtuvimos una concentracién de ImAM. La
solucion se almaceno en frascos de borosilicato de 120 mi de capacidad color
4ambar con tapon de rosca y protcgidas de la luz a una temperatura de refrigeracion

de 0-4°C.
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1.5 METODOS

2.5.1 Preparacioa de antigeno amibiane total.

Se inocularon 2 spinners de 500 m! de capacidad conteniendo cada uno 495
ml de medio PEHPS (Said-Fernindez y Mate-Cirdenas, 1988) con 5 x 10’
trofozoitos / ml y se incubaron a 36 °C por 72 h, Las primeras 48 h sin agitacion y
las siguientes agitando con la ayuda de un agitador magnético a 50 rpm (Said
Femandez y Mata Cirdenas, 1992). Para cosechar las amibas los Sginners sc
enfriaron en agua-hielo durante 10 min, el contenido de los frascos se vacid en
tbos cénicos de polietileno de 50 ml (Corning Inc, Coming 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 (Coming Inc, Corning NY., USA)
estéril. El sedimento conteniende trofozoitos de amibas se resuspendic por 2
ocasiones en 13 ml de PBS estéril y se centrifugd en las mismas ocasiones a 600 x
g por |5 Min, a 4°C. Luego de descartar nuevamente los sobrenadantes, los
sedimentos con trofozoitos se transfirieron a tubos conicos de borosilicato,
estériles, de 50 ml de capacidad, con tapén de rosca (Bellco Glass, Inc, New
Yersey, USA ) que contenian 4 perlas de vidrio estériles. A cada tubo de
borosilicato se agregaron 2.5 ml de la suspension de amibas y se agregaron 20
volumenes de cloroformo:metanol (1:1, v/v). La mezcla de disolventes sc agregd a
las amibas para preservar las proteinas (Said-Fernandez S. y Lopez Revilla R.
1979), eliminando la actividad de proteasas (Said-Fernindez, 1996, Tamez-
Treviiio et al., 2000). Se expuso ¢l contenido de los tubos dentro de una campana a

un flujo continuo de mitrégeno estéril, utilizando un filtro para gases (Millipore,
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Millipore Products Division, 80 Ashby Road, Bedford, MA, USA.) hasta evaporar
completamente los solventes. Cada uno de los extractos amibianos se resuspendid
con 1 ml Tris HCL, 0.08 M (pH 8), agitando con un Vortex durante 10 min, y luego
sc sonicaron con un somicador para dentistas por 30 min, a temperatura de
laboratorio. Se mezclo el contenido de todos los tubos en uno solo (Corning Inc,
Coming NY., USA) estéril, de 15 ml, con tapdn de rosca y posteriormente el
extracto crudo del antigeno o antigeno total amibiang (ATA) se dividié en
fracciones y se virtio en condiciones cstériles en tubos para congelacidn (Nalgene,
Labware Division, N.Y., USA) de 1.5 ml de capacidad. Estas fracciones se
almacenaron a —70°C en criocongelador REVCQ (Ultralow, Revco [nc, West
Columbia, USA) hasta su uso.

El ATA particulado s¢ resuspendio con la ayuda me un mezclador mecanico
(vortex) y se uso directamente. Mientras que el ATA soluble se prepard en un tubo
para congelacion (ver antes) agregando 50 pl de NaOH 10 N a 1.5 ml de la
suspension de ATA particulado, arriba descrita. El vial con el antigeno se agitd
vigorosamente y luege se calento a fuego directo durante 3 segundos por tres
ocasiones mtervalo de 10 seg entre cada evento. Finalmente se ajusto <l pH a 7.4,
agregando 50 pl de HCL IN y se agitdé durante un minuto y luego se almacend en
los mismos tubos a —70°C hasta su uso. La concentraciones de proteina en ATA
soluble y ATA particutado se determinaron mediante el método de Lowry y cols.

(1951).
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2.5.2 Cuantificacion de proteinas:

Se utiliz el método de Lowry y cols. (1951).

Se prepard una curva estindar con concentraciones vanables de upa
solucién de 1 mg/ml de seroalbimina bovina, fraccion V (SAB), en tubos de

ensayo de acuerdo a lo especificado en la Tabla 1.

Tabla 1. Curva estdandar de seroalbimina bovina

SAB (ul) Agua desionizada
0 pl 200 pl
Spul 195 pl
10 pl 190 ul
20 ul 180 pl
40 pl 160 pl
60 pl 140 pl
80 ul 120 pl

Se prepararon también tubos de ensayo conteniendo volimenes variables
de las preparaciones de ATA soluble o particulado. A cada ung de los tubos se le
agregd 1ml de reactivo C. [nmediatamente después se mezclé el contenido de cada
tubo en un vortex y se incubéron todos los tubos por 10 min a temperatura de
laboratorio. Luego se agregaron 0.1 ml de reactivo de Folin recién preparado, se
agitd nuevamente y se incubo por 30 min a temperatura de laboratorio. Se
determiné la Ayso del contenido de cada tubo con un espectrofotémetro (Zeiss,
modelo PMQ-3. Alemania Oriental). En todos los casos las mediciones se hicieron
por triplicado. Se grafico la Ao en funcion de la concentracion de SAB
(expresada como pg de proteina/ml). En esta curva se calculd por interpolacion,
mediante regresion lineal, la cantidad de proteinas conterudas en las preparaciones

de ATA.



2.5.3 Separacion de c¢lulas mononucleares de sangre perifeérica.

Se colecto sangre venosa periférica del voluntario sano, utilizando tubos
Vacutainer, (Becton Dikinson, Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NY, USA)
estériles de 16 x100 mm y 10 ml de capacidad, conteniendo heparina sddica como
anticoagulante. Se utilizd 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 ml de PBS
estéril. El contenido de cada tubo se transvasd suavemente y en condiciones de
esterilidad, a un tubo ¢cSnico de palipropileno (Corning Inc, Corning NY., USA) de
1S ml con 1apon de rosca, conteniendo 3 ml de Ficell-Hypaque estéril, procurando
no mezclar las fases. Las preparaciones se centrifugaron en centrifuga SORVALL
modelo RC-3B (Sorvall [nstuments, NY, USA) a 400 x g por 10 min para separar
las c€lulas mononucleares de sangre periférica (CMP) (Fig. [). La capa de CMP se
recuperd de cada uno de los tubos con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril. Todas
las CMP se distribuyeron a vollimenes iguales en 2 tubos cdénices nuevos, los
cuales se terminaron de llenar con PBS ¢stéril y se centrifugaron a 400 x g por 10
min. S¢ aspiraron los sobrenadantes con una pipeta Pasteur estéril conectada a
vacio y las pastillas de células se resuspendieran y se mezclaron en un solo tubo
(Coming Inc, Coming NY., USA). Estas c€lulas se lavaron con PBS estérl y se
sedimentaron nucvamente por centrifugacion, como en el paso anterior. Las
células se resuspendieron en 2 ml de medio RPMI-1640 adicionado con (0% de
suero bovino fetal, se contaron con un hematocitémetro y se determiné el

porcentaje de CMP viables con Azul de Tripano, como se describe enseguida.
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Figura 1.- Se muestran tubos conicos de polipropileno estériles de 15 ml de capacidad y
con tapén de rosca posterior a centrifugar durante 10 min a: 400 x g Se observa en la parte
superior ¢l plasma, luego una delgada capa conteniendo las células mononucleares periféricas,
enseguida una capa trashicida correspondiente al Ficoll-Hypaque estéril y finalmente en el fondo se
depositan los eritrocitos y el resto del paquete celular.

2.5.4 Determinacion de la viabilidad de CMP

Se mezclaron en un portaobjetos una gota de la suspensién de CMP y una gota de
Azul de Tripano al 0.1%. Se incubé la preparaciéon por 5 min a temperatura de
laboratorio y se determiné el porcentaje de células vivas, contando al menos 100

celulas
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2.5.5 Activacion de linfocitos de sangre venosa periférica utilizando antigenos

amibianos,

Se resuspendieron las CMP en un volumen suficiente de medio RPMI
adicionado con 10% de suero bovino fetal (SBF) para ajustar su concentracién a 1
x 10° células/ml. De esta preparacion se inocularon, en condiciones de asepsia, 100
pl en un numero variable de pozos, de acuerdo con el diserio de cada experimento.
Utilizamos en todos los casos microplacas estériles de 96 pozos (Coming Inc,
Coming NY., USA). Los ensayas incluyeron 5 pozos para cada reactivo a probar y
se realizaron por triplicado. Se incluyeron sistemdticamente una serie de estos
pozos que correspondi¢ a los testigos negatives y a los testigos positivos. Los
testigos negativos fueron cultivos sin tratar, en los que las células solo se
adicionaron con 100 yl de medio RPMI con 10% de SFB. Los testigos positivos,
recibieron 10 pl de¢ fitohemaglutinina (FHA, 10 mg/ml) en 90ul de medic RPMI
con 10% de SBF. El resto de los grupos fueron experimentales v recibieron ATA
soluble o particulado (2.5, 5, 10 20 ¢ 40 mg/ml), segin se explica en ¢l pie de
figura de cada experimento. Los cultivos de CMP se incubaron a 37°C en
atmdsfera de CO, al 5% por 72 h. Se a-grcgaron a cada pozo 10 pl de [H-TdR] (!
pCi/ 10 pl). Las prepardciones se incubaron por 0.5-24 h en las mismas
coudiciones, segin se explica en el pie de figura de cada experimento, Los
sobrenadantes de cada pozo se utilizados para estos ensayos porque contenian
exclusivamente linfocitos (tomando ventaja de que los macrafagos se adhieren a la
pared de los pozos y los sobrenadantes contienen Gnicamente linfocitos) (Pennline

KJ 1981). Las suspensiones de linfocitos se lavaron tres veces con PBS frio,
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colocando éstas e¢n tubos conicos Eppendorf (Brinkman Instruments Inc. One
Cantiage Road, Westbury, NY., USA) de 1.5 ml de capacidad y centrifugando a
400 x g por 10 min. La suspension de linfocitos de cada tubo se vertio sobre un
filtro de fibra de vidrio (Whatman, Whatman [nternational Ltd, Maidstone,
England), y éstos se colocaron sobre un colector de fracciones para filtracién 1225
(Millipore, Millipore Products Division, 80 Ashby road, Bedford, MA, USA.)
conectado a un sistema de vacio. Las preparaciones se fijaron agregando 2 ml de
acido triclorcacético (TCA) frio(4°C) al 5% y agregando sucesivamente 1 ml de
soluciones de concentracién seriada de etanol 60-100% y 1 ml de acetona. Los
filtros se retiraron del colector utilizande pinzas y guantes estériles y se colocaron
en una estufa a 60°C durante 20 min. Figalmente cada uno de los filtros se coloc
ea viales para centelleo liquido de 20 ml de capacidad 27 x 6lmm (Wheaton,
Science Products, Milhiville, NJ, USA.). Se agregaron 5 ml de liquido para
centelleo para muestras secas (Pierce, Rockford, Illinois, USA) y se determind 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 *H de 98% . Finalmente sc graficaron los promedios y desviacion
estandar de cada determinacion.
2.5.6 Determinacion de la produccion de NO en cultivos de CMP.

Se inocul6é un nimero variable de pozos con 100 pl de una suspension
fresca de CMP como se hizo con los experimentos de incorporacion de (*H-TdR] y
se dividieron en un numerc variable de grupos (de acuerdo con el disefio de cada

expenmento, ver pies de las figuras 5-9, 11 y 12) de 5 pozos cada grupo. El grupo
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1 (testigo negativo) solo recibio 100 pl de medio RPMI adicionado con 10% de
SFB. El grupo 2 se adicioné con 100 pl de LPS (10 mg/ml) & 100 ul de SAB (40
mg/ml), segun se indica, El resto de los grupos correspondieron a las
preparaciones experimentales, y contenian concentraciones variables de ATA
soluble o particulado (1-40 mg de proteinas/ml), equivalente a 100 pg- 4 mg de
proteinas totales. Las microplacas se incubaron a 37° C en atmdsfera de CQ; al 5%
por 12-72 h. Se desecharon los sobrenadantes y a cada pozo se le agregaron 200 pl
de medio RPMI mas 10% de SBF fresco, las microplacas se re-incubaron por 72 h
y se aspiraron se determind la concentracion de nitritos en los sobrenadantes por el
método de Griess. Se graficaron los promedios + emor estandar (EE) de cada

determinacion.

2.5.7 Cuantificacion de nitritos.

La cuantificacion de nitritos en las muestras se realizd por el método de Griess
(Green ,1982; Thitheradge, 1998). Se prepard una curva estindar con una serie de
concentraciones de la solucion estandar de nitritos, en pasos de 2 en 2 de 62.5 a
3.9 uM (concentraciones 5-1). En una microplaca de 96 pozos se colocaron 100ul
de agua bidestilada y 100 pul (por duplicade) de las soluciones de nitritos 5a 1 por
duplicado. En la misma placa se colocaron, por triplicado 100 pl de los
sobrenadantes de cultivos de CMP. A cada pozo de la curva estindar o a los que
contenian sobrenadantes s¢ 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 determind la Asas en un
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espectrofotometro con lector de microplacas (Sigma diagnostics, EIA multi-well
reader, St Louis Misouri, USA). Se grafican los promedios + EE.

2.5.8 Determinacion de la capacidad co-estimuladora del antigeno amibiano:
Se inocularon 100 pl por poza de una suspension de CMP en medio RPMI + 10%
SBF (I x 10° células/ml) en micropalacas de 96 pozos. Para los ensayos se
formaron 22 grupos de 5 pozos cada uno. El grupo 1 se us6 como testigo negativo,
al cual se agregaron tinicamente 100 pl de medio RPMI mas 10% de SFB. A los
grupos 2-6 y del 11 al 16 se les agregaron 80 ul de la solucion 9 mg de ATA
soluble/ml. A los grupos 1, 7-10 y 17 al 22 no se les agrego antigeno. Ademds, a
los grupos 5y 9 se les agregaron 10ul de LPS (10 mg/ml); a los grupos 6 y 10 se
les agregaron 10 pl de LPS (10 mg/ml) mas 10 pl 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 10ul de LPS (10 mg/ml) mas 30 pl de INF-
¥; 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 10u] de LPS (10 mg/ml)
mas 50 pl 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
unicamente 10 pl de INF-y (10,000 unidades/ml); a los grupes 12 y 18 se
agregaron unicamente 30 pl de INF-y; a los grupos 15 y 21 se agregaron
unicamente 30 pl de INF-y (ver tabla 2). Todos los pozos se ajustaron a un
volumen de 230ul por pozo utilizando medio RPMI + 10% SBF. Las cajas de
cultivo se incubaron durante 12 horas a 37° C en atmésfera de CO” al 5%. Se

cambid el medio usado por 200 pl de medio RPMI fresco mas 10% de SFB y se
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incub6 por otras 72 h en las mismas condiciones. Se determiné la produccion de

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

los promedios x EE de ensayos hechos por triplicado,

Tabla 2.- Muestra los ingredicates de cada grupo de pozos durante el ensayo para
determinar la capacidad co-estimuladara del antigeno amibiano.

Grupo | Grupe 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupa 6
Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMT | Medio RPMI | Medio RPMI
Media RPMI ATA ATA ATA ATA ATA
[FN (00U | IFN 100U LPS LPS
LPS [FN 100 U
Grupo 7 Grupo 8 Grupo © Grupo 10 Grupo 11 Grupo 12
Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI
IFN 100U | IFN-y LOQ U LPS LPS ATA ATA
LPS IFN 100U | IFN4300 U | [FN-y300 U
LPS
Grupo 13 Grupo 14 Grupo (5 Grupo 16 Grupo 17 Grupol8
Medio RPMI | Medio RPMI | Medioc RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI
ATA ATA ATA ATA [FN-y 300U | [FN-y300 U
LPS [FN-y 500U | [FN«y 500U LPS LPS
[FN-¢ 300U LPS IFN 500 U
Grupo (9 Grupe 20 Grupo 21 Grupo 22
Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI | Medio RPMI
LPS IEN 500U | [FN4y 500 U LPS
[FN-y 300 U LPS IFN-y 500 U

2.5.9 lnhibicion de la presentacién del antigeno atilizando glutaraldehido.

Cultivos de CMP en microplacas, preparados como antes s¢ descnbid, s¢

adicionaron con 80 pl de ATA-soluble (a una con¢entracion de 9 mg/ml). A 5

pozos con cultivos de CMP se les agregaron 20 pl 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 atmédsfera de 5% de CQO,, se aspiraron los sobrenadantes, se agregaron 200 pl

de medio fresca y se re-incubaron por 72 h. Se determiné la concentracién de

nitritos como antes se describid y se calculd el promedio + EE de los resultados de

tres experimentos independientes por quintuplicado.
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2.5.10 Digestion del ATA con tripsina:

Se ajustd la concentracion de ATA soluble a 2 mg de proteinas/ml con
Tris-HCI (50 mM, pH 8.0) y se mezcld con 1 volumen de carbonato de amonio 40
mM y un volumen apropiado de la solucion de tripsina para ajustar €sta a una
concentracion de 1:50 (p/p con respecto a la concentracién de proteinas amibianas
que desedbamos digerir). La preparacién se incubd a temperatura de laboratorio
por 24 h. El producto se ultrafiltrd, wilizando cartuchos de ultrafiltracién
(Millipore, Millipore Products Division, 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 Produccion de NO par CMP estimuladas con ATA digerido cap
tripsina: Resuspendimos una sus pension de CMP recién obtenidas en medio
RPMI adicicnado con 10% de suero bovino fetal, ajustando su concentracion a 1 ¥
10° células/ml. Se inocul6 esta suspension en micorplacas de 96 pozas (100 pl por
pozo). En cada experimento se utilizo un grupo de 5 cultivos de CMP como testigo
negativo (no tratado), y otro de § cultivos positivos, adicionados con 100 ul de
LPS (10 mg/rul). Se incluyd ademas un grupo cooteniendo Gnicamente tripsina
autodigerida, solubilizada y ultrafiltrada con cartuchos de 5,000 kDa de corte,
como se hizo con ¢l ATA scluble digendo con tripsina. El resto de los cultivos se
tratd con diferentes concentraciones (1-36 mg/ml) del antigeno amibiano digerido
con tripsina (AADT) en forma soluble. Las microplacas se incubaron a 37 °C en
atmdsfera de CO; al 5% por 12 h. Se aspiraron los sobrenadantes y se cambié el
medio de cultivo por 200 ul de medio fresco RPMI adicionado con 10% de SBF y

se re-incubo por 72 h. Se transvasaron los sobrenadantes dc cada poza a
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microplacas nuevas ¥ se determind en cada uno la cantidad de nitritos por el
método de Griess. Estos experimentos se repitieron 3 veces, cada uno por
quintuplicado. Se gralico ¢l promedio £ EE, producido por la CMP estmuladas
con cada una de las concentraciones de AADT arriba mencionadas.

2.5.12 Separacion de fracciones del antigeno amibiano por cromatografia de
liquidas de alta resolucién (HPLC).

El AADT se separd mediante HPLC, con cromatografo (Waters
Corporation, 34 Maple Street, Milford, Massachussets, USA) equipado con un
controlador modelo 600, un inyector 717 plus, un detector de fotodiodos 996, un
degasificador de solventes Degassit (Metachem Technogogies Inc., 3547 Voyager
street, Torrance, CA, USA). Los registros se analizaron en un procesador Dell
Optiplex GX1 equipado con el software para cromatogramas Waters Millenium
32. Se aplico la técnica de fase reversa, utilizando una columna (Waters), modela
Symetry C18 de tamadio de porode 5 um y 3.9 x 150 mm ademas de una guarda
columna (Waters), modelo Sentry C18, con malla de 5 um, y dimensiones de 3.9 x
20 mm. Comwu fase movil se empled un gradiente de coucentracidn preparado a
partir de acido trifluoroacético grado HPLC (TFA, por sus siglas en Inglés:
triflusroacetic acid) al 1% en agua y acetonitrilo grado HPLC al 100%. El
gradiente se generd colocando acetonitrilo en el reservorio A y TFA al 1% en el
reservorio B, utilizando el siguiente programa (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de¢ elucidn de las fracciones de AADT

TIEMPO FLUJO

0- 5 min 100% A

5-40 min incremento lincal 0-60% de B
4045 min 0% B

43-30 min Disminucion gradual del §9 al 0% de B
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El volumen de cada inyeccion de fue variable de 10 a 100 pl. El flujo se
mantuvo constante 8 Iml por min. Se colectaron fracciones de 1.6 ml con un
colector de fracciones Espectra-Crom CF-1 Spectrum (Spectrum Quality Products
Inc., New Brunswick, NJ, USA).

2.5.13 Preparacion de las fracciones de antigeno amibiame eobtenidas por
HPLC para el bioensayo de produccién de NO.

Se colocd cada fraccién del AADT separada por HPLC en wiales
Eppendorf de 1.8 ml de capacidad y éstas se¢ sccaron en un concentrador de
fracciones [(Centrivap, Labconco ) (pot 2 h)]. Las muestras se resuspendieron con
1 ml de Tris HCl 80 mM (pH 8). Se estim¢ la concentracion de proteina en todas
las fracciones aisladas (expresada como equivalente a mg de proteinas/ml),
utilizando como estandar el coeficiente de extincion molar de albimina 220 nm.
La densidad éptica (DO) de las fracciones se determing con un espectrofotometro
Beckman, modelo DU-6501. Las mukstras s¢ filtraron con filtros de nitrocelulosa
para muestras acuosas de 13 mm de didgmetro y 0,22 wm de tamaiio de poro
(Millipore Products Division, 80 Ashby Road, Bedford, MA, USA.) para eliminar
cualquier posible contaminacion y la DO equivalente de proteinas se estandarizd
en todas las fracciones. Se ensayé la capacidad de cada una de éstas para inducir la
produccion de NO de acuerda con los métodos antes descritos.

2.5.14 Decerminacion de la capacidad de las fracciones de antigeno amibiano
separadas por HPLC para inducir la preduccion de NQ.
Cultivos de CMP en pozos de placas de cultivo, preparados como antes se¢

describié, se adicionaron con 10-50 ul de todas las fracciones obtenidas por
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HPLC, agregando de 90-50 pul de medio RPMI adicionado con SBF hasta
completar 100 ! entre el antigeno mas el medio. En un primer experimento se
utilizaron las fracciones obtenidas por HPLC con la concentracion de péptidos con
la que se obtuvo cada una de ellas. Una vez identificadas las fracciones con mayor
y menor capacidad inductora de produccién NO sc estandarizé la Az de las
fracciones con mayor eficacia estimuladora y el de una fraccién irrelevante,
escogida al azar, Para ello cada fraccidn se concentrd a sequedad en el Ceutrivap,
se resuspendid su contenido en agua bidestilada y se ajustd la concentracidon de
péptidos en cada una de ¢llas a un equivalente de 8.5 mg/ml. De cada una de estas
fracciones se agregé una cantidad de péptidos equivalente a 0.85 mg por pozo. Las
microplacas se incubaron a 37 °C cn atmoésfera de CO; al 5%, por 12 h. Luego se
cambid el medio de cultivo por 200 pl de medio RPMI fresco adicionado con 10%
de SFB, y los cultivos de CMP se re-incubaron durante 72 h. Se determind la
concentracion de mitritos en los sobrenadantes de los cultivos, utilizando €l método
de Griess, y se graficaron los promedios de estas concentraciones + EE.

2.5.15 Induccién de la activacion de los macrdfagos humanas por fracciones
del untigeno amibiano para matar trofozoites de E histolytica in vitro.

Los cultivos conteniendo 100 pl de 1 x10° 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 macrofagos activados se agregaron 80 ul de una mezcla a partes
iguales de las fracciones aisladas del ATA (fracciones del HPRLC 4 y 9),
conteniendo un equivalente de 8.5 mg de péptidos/ml y 10 pl de LPS (10 mg/ml).

Al otro grupo al que denominamos grupo de macrofagos sin activar; se agregaron
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solamente 100 ml de medio RPMI con 10% de SBF. Se incubaron por 12 ha 37°C
en atmoésfera de 5% de CO,. Se aspiraron los sobrenadanies de cada pozo y se
sustituyeron con 200 wl de medio RPMI fresco con 10% de SFB. Se incubo
nuevamente en las mismas condiciones pot 72 h.

Por otro lado se cosecharon 2 tubos con amibas virulentas de 1a cepa HM1-
IMSS, en su tercer dia de crecimiento en medio PEHPS (Said-Femidndez y cols.,
1988). Se resuspendieron las amibas en PBS esténl. Se determiné la densidad
celular con wn hematocitometro y se ajustd ésta a I x 10° amibas/ml con PBS
esténl.

Luego se formaron 4 grupos; al primer grupo se agregaron 50 pl de amibas
a cada pozo con macrdfagos activados. Al segundo grupo se agregaron 50 ul de
amibas a cada pozo ¢on macrofagos sin activar. Para el tercer grupo se agregaron
unicamente 50 pl de medio RPMI fresco a macrdfagos sin activar, En el cuarto
grupo se agregaron a pozos vacios 200 ul de medio RPMI mas 10% de SBF y
luego amibas 1 x 10° amibas/ml 50 pl a cada pozo. Se incubé a 37 °C por 30 min
en atmosfera de CO; al 5%. Se determiné la viabilidad celular agregando una gota
de azul tripano 0.1 % & cada uno de los pozos, y observando en un microscopio
invertido (Zeiss, lruoscope, Modelo S1-PH No. 200061, Alemunia). Se graficaron

los promedias de tres experimentos por triplicado + EE.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1 Induccién de proliferacién de linfocitos humanos por antigeno amibiano
3.1.1 Incorporacién de [*H)-TdR inducida por antigeno amibiano particulado
en cultivos de células mononucleares periféricas.

La Fig. 2 muestra que una dosis de 40 mg/ml de ATA indujo una
proliferacién de linfocitos (observada como incorporacion de [’H]-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.- Incorporacién de ["H]-TdR por CMP en presencia de ATA particulado. En
microplacas de 96 pozos se mezclaron 100 pl de una suspension de CMP con una densidad celular
de 1 = 10° células/ml y 100 ul (40 mg de proteinas/ml) de ATA particulado, 100 ul de medio
RPMI mas 10% de SBF 6 100 ul de fitohemaglutinina (PHA) 10 mg/ml). Las preparaciones se
incubaron 72 h a 37°C en atmdésfera de CO, al 5%. A todos los pozos se les agregaron 10 pl de
[*H]-TdR] (1uCi) y luego se re-incubaron 18 h. Las CMP se lavaron tres veces con medio RPMI
mas 10% de suero fetal bovino, se fijaron sobre filtros de fibra de vidrio con | ml de TCA al 5%,
frio, y se deshidrataron con varias concentraciones de etanol (60 al 100%) y acetona. Los filtros se
secaron a 60 °C por 30 min y se determiné su radiactividad, expresada como CPM. Cada barra
representa el promedio + el error estindar (EE) de 3 experimentos independientes, por triplicado.
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3.1.2.- Relacion temporal de la incorporaciéon de [°HJ-TdR inducida por
antigeno amibiano particulado. El ATA particulado 40 mg/ml indujo
proliferacién de CMP a las 12 y 18 h de incubacién 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 incubacién por 12 h produjo la mayor
incorporacién de [*H]-TdR (1.43 veces). A las 4, 8 y 24 h de incubacién no se
encontraron diferencias significativas entre la cantidad de [*H]-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.- Relacion temporal de la incorporacion de [HJ-TdR inducida por ATA
particulado en cultivos de CMP. Estos ensayos se realizaron como se describe en el gie de la
Fig. 2, pero en vez de incubar las preparaciones en un solo tiempo después de agregar la ["'H}-TdR
se usaron varios tiempos de post-incubacién. Las barras = EE corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado. Las barras marcadas como RPMI corresponden a cultivos celulares
no tratados que recibieron medio RPMI mas 10% de suero fetal bovino, las marcadas como ATA y
PHA se incubaron en presencia de ATA particulado y fitohemaglutinina, respectivamente.
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3.1.3.- Proliferacion de CMP inducida en funcion de la dosis de ATA. La
proliferacion observada fue dependiente de la dosis de ATA. Se observo el mayor
efecto mitogénico sobre cultivos de CMP a una dosis equivalente a 40 mg de
proteinas 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
incorporacion de [*H]-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.- Incorporacién de ['H}-TdR en funcién de la dosis de ATA particulado. 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 + EE de tres
experimentos independientes por triplicado. Las cantidades bajo las primeras 5 barras de izquierda
a derecha corresponden a la concentracion de ATA particulado agregado a los cultivos
experimentales de CMP, expresado como mg de protéinas /ml. La barra subtitulada como RPMI
corresponde a los testigos no tratados, incubados con medio RPMI més 10% de suero fetal bovino,
PHA corresponde a la radiactividad incorporada por células tratadas con fitohemaglutinina.

3.2 Estimulacién de la producciéon de NO por ATA.
La Fig. 5 muestra que entre las 48 y las 72 h de incubaciéon hubo una
relacion inversa en produccion NO con respecto a la dosis: A las 48 hy 72 h la

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



0.05 y 0.001) respectivamente. En cambio, a las 24 h esta relacion fue
directamente proporcional con respecto a la dosis de ATA: Una dosis de 40 ug /ml
indujo una respuesta 3.4 veces mayor que la inducida por 10 mg/ml (p< 0.01). La
mayor la produccion de NO se observo en cultivos tratados con 10 mg de ATA
soluble/ml, incubados por 72 h. Bajo estas condiciones, la produccion 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 produccion
NO por los cultivos de CMP no tratados, o estimulados con 10 o 20 mg de

ATA/ml (p> 0.01).
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Figura 5.- Efecto de la dosis y el tiempo de incubacion sobre la produccién de NO. En pozos
de 200 pul se mezclaron 100 pl de una suspension celular 1 = 10° CMP y 100 pl de medio RPMI
con 10% de SBF o 100 ul de lipopolizacarido [(LPS) (10 mg/ml)] o 100 ul de diferentes
concentraciones del ATA particulado (expresadas bajo las primeras 3 barras como mg de proteinas
totales/ml). Estas preparaciones se incubaron en las mismas condiciones que en los experimentos
anteriores por tiempos de incubacion variables (ver Fig. 2). En cada uno de estas preparaciones se
determiné la concentracién 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 continuacién de los
mostrados en la Fig. 5. Corresponden a la produccion de NO por cultivos de CMP
tratados con dosis variables de | 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 agregd medio fresco y luego se reincubaron las cajas de cultivo
por 72 h como en ¢l experimento anterior. La Fig. 6 muestra que dosis de 1.0 a 36
mg de ATA soluble /ml estimularon la produccién de NO después de incubacion.
Esta produccion fue proporcional con respecto a tiempo de incubacionde L a 12 h
con todas las dosis probadas. La mayor produccion dec NO se abservo en cultivos
tratados con 9 mg de ATA soluble /ml, incubados por 12 h. Bajo estas condiciones
la produccion de NO fue 6 veces mayor que [a los testigos no tratados (p< 0.0001),
y cuantitativamente comparable a la cantidad de WO producida por los cultivas
estimulados con LPS (p> 0.05). Considerando [os experimentos de las Fig. 5y 6 -
podemos observar que la mayor produccion de NO correspondio a los cultivos
preincubados por 12 horas con una dosis de ATA equivalente a 9 mg de proteinas
/ml. Bajo estas condiciones s¢ indujo una cantidad de NO equivalente a 325 p
moles de nitritos por cada 10° células. En cambio, las mejores condiciones
encontradas en el experimento anterior, en el cual la estimulacion con ATA
equivalente a 10 mg de proteinas totales /ml, incubando 72h indujeron la

produccion NO equivalente a solo 200 p moles de nitritos ¢ sea 1.39 veces menos

(p> 0.05).
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Figura 6.- Relacion temporal y efecto de diferentes concentraciones de ATA para inducir
producciéon de NO. Corresponden a la produccion de NO por cultivos de CMP tratados con dosis
variables de 1 a 36 mg/ml de ATA y pre-incubados por tiempos variables de 1-72 h con el
antigeno. Se aspiraron los sobrenadantes, se agregd 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 determind la concentracion de nitritos. Cada barra corresponde al
promedio + EE de tres experimentos independientes por quintuplicado.

3.3 Co-estimulacion de CMP humanas por ATA, LPS e Interferén-y.

La Fig 7 muestra que la produccion de NO en los cultivos co-estimulados
con ATA, LPS e INF-y fue inversamente proporcional a la dosis de INF-y. La
mayor produccion de NO correspondié 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 produccion 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-estimulacién de ATA con LPS e INF-y. Estos experimentos se realizaron
como en el ensayo anterior induciendo la produccién de NO utilizando 100 pl por pozo de la
suspension de CMP. La primera barra, de izquierda a derecha representa al testigo negativo al cual
se incubo (micamente con medio RPMI + 10% de suero bovino fetal. La siguiente barra muestra la
produccién de NO inducida por ATA (9 mg/ml). Las siguientes tres barras muestran la produccion
de NO inducida por ATA + LPS (10 mg/ml) y diferentes dosis (100, 300 6 S00 U de INF-y por
pozo (INF). Las Gltimas tres barras muestran la induccion de produccion de NO por LPS e INF-y
(100, 300 y 500 unidades respectivamente). Se muestran en la grafica los promedios + EE de tres

La Fig. 8 muestra resultados que son continuacion 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 Gnicamente
con 10 mg de LPS/ml y 100 U de INF-y solo. También se analizé ¢l 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 Gnicamente con ATA

soluble ( p < 0.01). Ademas se muestra que la mayor produccion de NO se
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produjo en los cultivos estimulados con ATA soluble (9 mg/ml), LPS (10 mg/m!) e
INF-y (100 U/pozo). Este tratamiento estimulé la produccion 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
mas NO que los testigos no tratados. En los cultivos adicionados con ATA, INF-y
y LPS la produccion 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
agregd prmero el LPS y luego el INF-y se indujo una produccion 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 induccion de produccion de NO de 1.38
hasta 14.18 veces menor que el grupo con antigeno INF-y y LPS y un valor de p <

0.05.
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Figura 8.- Capacidad co-estimuladora del antigeno amibiano. Para estos ensayos se indujo la
produccién de NO como en los ensayos de la figura 7. La primera barra de izquierda a derecha
representa al testigo negativo al cual se agregd unicamente RPMI + 10% de suero bovino fetal,
enseguida la induccién por ATA (9mg/mil). La tercera barra muestra la produccion de NO inducida
por ATA + LPS (10mg/ml) la siguiente ATA + LPS + 100 U de INF-y. Las condiciones que
indujeron la mayor produccion de NO fueron ATA + 100 U de INF-y + LPS. Las dltimas 5 barras
muestran la produccién inducida por ATA + 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 Inhibicién de la produccién de NO por inhibicién en la presentacién del
antigeno.

La producciéon de NO fue 4.2 veces mayor en CMP tratadas con
glutaraldehido 0.05% 4 h después de haberse expuesto a 9 mg/ml de ATA con
respecto a las células tratadas con glutarldehido solo 1 h después del estimulo
(p<0.01). En ausencia de ATA la produccion de NO en células fijadas 1Tho 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).
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Figura 9.- Efecto del bloqueo en la presentacién del a;tigeno sobre la produccién de

NO.

Se estimulo la produccion de NO como en los ensayos anteriores, solo que en esta ocasion se
separaron los pozos cultivados en dos grupos, a la mitad se les agregaron 80 ul por pozo de ATA (9
mg/ml) y a la otra solo se agregé 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 glutaraldehido 0.05%, a la mitad se
les agregd | h después de haber iniciado el ensayo y a la otra mitad a las 4 h. Luego se sigui6 el
mismo proceso de induccién y cuantificacion de produccion de NO que en los ensayos anteriores.
Cada barra corresponde al promedio + EE de 3 experimentos independientes por triplicado.

3.5 Separacién de fracciones del antigeno amibiano por HPLC
3.5.1 Fraccionamiento del ATA por HPLC.

Los péptidos que resultaron de la digestion del ATA con tripsina se
separaron mediante HPLC. Se colectaron 53 fracciones de 1.6 ml cada una.
Ademads se detectaron 5 picos mayores, con absorbancia a 220 nm > 0.05 y 20
picos menores, con Ao < 0.05. Los picos mayores correspondieron a las
siguientes fracciones: P1, fraccion 4 , P2, fraccion 5, P3, fraccién 7, P4 fraccién 9
y P5 fraccion 29. Los tiempos de retencion y Axyg de los picos mayores fueron los
siguientes: P1, 15.23 min, Apg= 0.055 UDO, P2, 16.38 min, Az0=0.057 UDO,
P3,19.54 min, A220=0.163 UDO, P4, 22.19 min A»0=0.752 UDO, PS5, 45.81 min

A220=0.052. UDO (Fig 10).
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Figura 10.- Separacién de fracciones del ATA por HPLC. El ATA soluble se digiri6
con tripsina y los péptidos se separon mediante HPLC. Se colectaron fracciones de 1.6 ml. Los
tiempos de retencidn y Ay de los 5 picos (P1 a PS) mayores fueron los siguientes: P1, 15.23 min,
Aszo=0.055 UDO, P2, 16.38 min, A;=0.057 UDO, P3, 19.54 min, Aj»=0.163 UDO, P4, 2219
min A;20=0.752 UDO, P5, 45.81 min Ay=0.052. UDO.

3.6 Induccién de produccion de NO por fracciones separadas por HPLC
3.6.1 Induccién de produceién de NO por las fracciones de ATA.

Se le probé la capacidad de cada una de las 53 fracciones colectadas para
estimular la produccién de NO en cultivos de CMP. Encontramos que en todas las
fracciones fueron capaces de estimular de la produccién de NO; sin embargo, la
mayor produccién 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 11).
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Figura 11.- Induccién de Ia produccién de NO por las fracciones del ATA separadas por
CLAR. Se indujo la produccién de NO igual que en los ensayos anteriores, a cada grupo de tres
pozos con excepcion de los testigos se les agregaron 90 pl por pozo de cada fraccion separada por
HPLC més 10ul 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
adicioné unicamente con este medio + 10% de suero fetal bovino. Cada barra representa el
promedios + EE de la produccion de NO estimulada por cada fraccion, numerada segun el orden
recolecta, de 3 experimentos independientes por triplicado.

La Fig. 12 muestra que cuando se estandarizé la concentracién de péptidos
equivalente a 8.5 mg de proteinas/ml de las fracciones que mostraron mayor
capacidad para inducir produccién de NO y una fraccion previamente identificada
como irrelevante para este actividad se ratifico la observacion del experimento
anterior. Es decir, las fracciones 4 y 9 tienen la habilidad de inducir
especificamente la produccion de NO en macréfagos humanos. La produccién de
NO inducida por las fracciones 9y 4 fué 15y 11 veces mayor, respectivamente
que la producciéon de NO que en los testigos no estimulados o tratados con una

fraccion irrelevante (p< 0.00001).
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Figura 12.- Induccion de produccién de NO en fracciones de HPLC con concentraciones
estandarizadas de antigeno. El ensayo es igual al anterior, con la salvedad de que para realizar
estos ensayos estandarizo 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 produccién de NO. Las barras
identificadas como fraccién 52, LPS y RPMI corresonden a testigos negativos. La fraccién 52
habia sido identificada previamente como irrelevante en cuanto a su capacidad para inducir
produccién de NO, los cultivos correspondientes a las otras dos barras se adicionaron con LPS o
con nada, expetoel medio de cultivo mas 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 co-incubaron amibas con macréfagos humanos activados con
una mezcla a partes iguales (v/v) de las fracciones 4 y 9, los macréfagos
destruyeron el 26% de trofozoitos virulentos (74% de viabilidad en las amibas). En
cambio, las amibas incubadas en presencia de macréfagos no activados mostraron
una viabilidad del 94% (p<0.00001). Por otro, la viabilidad en los macréfagos no
activados incubados en presencia de trofozoitos fue 86%, en tanto que en los
activados ésta fue del 96%. Es decir, las amibas destruyeron 11% méas macréfagos
no activados en comparacién que los activados (p<0.0001). La viabilidad de las

amibas y de los macréfagos activados y no activados, incubados por separado,
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bajo las mismas condiciones de los co-cultivos fue de 98.66 para las amibas y
97.88% para los macréfagos, respectivamente bajo las mismas condiciones. Si
comparamos la viabilidad de las amibas solas y en co-cultivo con macréfagos
encontramos que las amibas cultivadas con macréfagos activados mostraron 1.27
menor viabilidad que las amibas cultivadas en presencia de macréfagos no
activados (p < 0.00001) (Fig 13).
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Figural3.- Actividad citotéxica de macréfagos activades con los péptidos bioactivos sobre
trofozoftos. Los cultivos de conteniendo CMP se dividieron en 2 grupos, a uno de los grupos
denomhadomcﬁﬁgmacﬁmdos(MA)seagregaronwpldemmmhapmaigmksWN)
de las fracciones-HPLC 4y9(8.5mg/ml)ylOpldeLPS(lOmg/ml).Alotrogmpollamado
macréfagossinacﬁvar(MSA)seagmgamnloomdemedioRPMIconlO%deSBF.Seinmbamn
igmlqueenelmsayomwdorydmamehsm'mmosﬁempos,postaiMufommm4
grupos. En el primero se agregaron amibas virulentas, en crecimiento logaritmico en PBS estéril y
densidadoetularalxlO‘amibas/mlSOulacadapozocouMAyenelseg\mdogmpoalospoms
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medioRPMImaslo%chBFyluegolxlO‘amibaslmlSOulacadapozo.Seinmbéa37°Cpor
30mmmamésferadecoza15%.Sedetcrminélaviabilidadoelularoonmﬂdeuipano.l.as
bmasmprwemanhviabﬂidaddcmhsyméﬁgosmcmlﬁvoylmmﬁgosm’baso
macré&gossolossegﬁnsehdic&Cadaunadeellasreprcsentael promedio + EE de tres
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CAPITULO 4
DISCUSION
4.1 Discusion

Las enfermedades infecciosas y parasitarias son un importante problema
de salud piblica en todo el mundo, y predominantemente en los paises en
desarrollo (Walsh, 1988). El mejoramiento de las condiciones sanitarias
municipales, los buenos habitos de la poblacion, y la implementacion de mejores
métodos diagnosticos 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 vacunacion es el mejor instrumento para controlar las enfermedades
infecciosas y parasitarias, sobre todo en paises en desarrollo (Bloom, 1989).

Los avances en el desarrollo de vacunas en la mayor parte de las
enfermedades nfecciosas son escasos, ain mas ep lo referente a las vacunas contra
enfermedades producidas por parasitos, 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 parasitos tienen un ciclo de vida muy
complejo, durante el cual éstos pasan por varios estadios y uno o mas
hospedadores (Stanley Jr., 1997), lo que dificulta aiin maés la identificacion de
antigenos que induzcan una respuesta inmune protectora eficaz. E. histolytica no
es la excepeion. Sin embargo, esta especie tiene uno de los ciclos de vida mas
simples, el cual consiste sélo de dos estadios, el de quiste (la forma infectiva) y el
trofozito (la forma trofica, responsable de la produccion de lesiones en la

amibiasis) y un solo hospedero, el hombre (Martincz-Palomo,1982).
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Es conocido que las personas que han desarrollado AHA, una vez curadas
no vuelven a presentar estas lesiones (De Le6n,1970; Sepilveda y Martinez-
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 especificos contra E. histolytica una semana
después de haber presentado los sintomas patognomodnicos de esta enfermedad
(Krupp, 1970). Los anticuerpos anti-E. histolytica son capaces de inhibir el
desarrollo de AHA en hamsteres o ratones inmunodeficientes inoculados
experimentalmente con trofozoitos de E. histolytica (Sepulveda,1974; Seydel,
1996). Los anticuerpos /g4 contra £. histolytica secretados en la mucosa intestinal
protegen contra la colonizaciéon de E histolytica a nifios, cuya produccién se
induce como consecuencia de una infeccion por esta especie de pardsitos (Haque,
2001). Por otro lado, la inmunidad celular también juega un papel importante en la
proteccion contra la amibiasis invasora. Algunos antigenos de E histolytica son
capaces de inducir proliferaciéon de linfocitos T de sangre periférica humana.
Ademas pueden activar a macréfagos humanos los cuales, a su vez son capaces de
lisar trofozoitos in vitro (Salata, 1982;1986;1987). En hamsters la actividad
amebicida de los macréfagos 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 analogos del
sustrato (Lin, 1992; 1994; Seguin, 1997).

El objetivo principal de nuestro estudio fue aislar algunos antigenas

capaces de inducir la produccion de NO in vifro en un modelo donde utilizamos
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macrofagos y linfocitos humanos en co-cultivo. Hasta donde nosotros sabemos, no
se ha logrado estimular la produccién de NO en macréfagos humanos por efecto
de antigenos amibianos. En tanto que esta bien documentada la produccion de NO
por macrdfagos 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 identificacion 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 union de las amibas con las células blanco (Li,1988; Stanley Jr,
1990). Con estos antigenos se a buscado preferentemente la induccién de
inmunidad humoral, que proteja a animales de laboratorio (preferentemente
ratones no inmunocompetentes, hamsters y cobayos) contra la formacion de AHA.
Sin embargo, el trabajar con una sola molécula podria 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 moiécula podra producir resuitados
inconsistentes, 0, en el mejor de los casos variar su eficacia de una region
geografica a otra, como sucedié con la vacuna contra la malaria (Mora, 1993). Por
otro lado, en el caso especifico de la amibiasis, la respuesta celular parece tener
una imporlancia especial en el desarrollo de la inmumdad protectora.
Especialmente la produccion de NO por macréfagos activados por
lipopolisacaridos de Escherichia coli (LPS). En apoyo de esta aseveracion,

Gonzalez-Garza y Cols. (2000) encontraron que cuando se inyecta un inhibidor de
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la activacion de macréfagos (MAIF, por sus siglas en Inglés, Macrofage-
Activation Inhibition Factor) producido por células de la linea de linfoma murino
LS5178Y a ratones Balb/c los cuales son naturalmente resistentes a la infeccion por
E. histoiytica (Ghadirian,1984), y luego se inocula a estos ratones via
intrahepdtica, el 100% de los animales desarrolla AHA, en tanto que no lo hacen
los ratones que no reciben el MAIF. La inhibicién de la activacion de macréfagos
se determina precisamente por la inhibicion de la produccién de NO (Gonzalez-
Garza, 2000). Por otro lado, no necesariamente los epitopos reconocidos por los
hmréfagos de animales de laboratorio son los mismos que los reconocidos por los
macréfagos 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 funcion bioldgica o su
ubicacién en la superficie celular de las amibas, sino identificar a aquellos
antigenos de trofozoitos de E. histolytica que fueron capaces de inducir in vitro la
produccion de NO en cultivos de células mononucleares periféricas humanas, las
cuales contienen un porcentaje de macrofagos y linfocitos T CD4" y T CD8"
(Janeway y Travers, 1997). Este sistema de células es capaz de ser activado por
antigenos amibianos e inducir la produccidn de NO por los macrofagos activados
presentes en los co-cultivos celulares.

Considerando que las proteasas endégenas son capaces de degradar los
antigenos amibianos, tratamos a los trofozoitos con una mezcla de
cloroformo/metanol para inactivar a éstas enzimas (Said-Fernandez y Ldpez-

Revilla, 1979, Said-Fernandez et al., 1996; Taméz-Trevifio E. Y cols., 2000).
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Como esperabamos, las preparaciones tratadas con cloroformo-metanol
formaron grumos al evaporar los disolventes organicos y resuspenderlos con ayuda
de sonicacion. (ATA particulado). Utilizamos ATA particulado porque se ha
reportado que los antigenos particulados inducen una mejor respuesta celular
(Janeway y Travers, 1997), pero también decidimos disolver completamente la
preparacion y realizar los ensayos correspondientes.

En este trabajo observamos que el ATA particulado es capaz de inducir la
proliferacion de linfocitos humanos de sangre periférica con dosis de ATA soluble
equivalente 40 mg de proteinas totales/ml (Figs. 2-4). Otros autores habian
reportado sus resultados con 100 mg de antigeno amibiano/ml. Nosotros no
probamos concentraciones superiores pues obtuvimos buena respuesta con esta
concentracion ademas de que sélo queriamos utilizar la induccion de proliferacion
como una prueba de tamiz.

La incorporacion de [*H]-TdR fue 1.5 veces mayor en los cultivos de CMP
incubadas en presencia de antigeno ATA particulado que en presencia de ATA
soluble (datos no mostrados), y casi el doble de la respuesta obtenida en las células
sin ningdn estimulo,

Otros grupo de investigadores también encontré que una preparacion de
antigeno amibiano soluble denominado SPP también indujo mitosis en linfocitos
humanos obtenidos de pacientes convalecientes de AHA (Salata, 1986). En el
curso de un afio, la mitosis inducida por el SPP disminuy6 paulatinamente, pero
siempre fue superior a la de los testigos sanos. En dicho estudio la incorporacion
de [3H—TdR] no fue tan eficiente como en el caso de nuestras preparaciones de

ATA ni la inducida por fitohemaglutinina. Ganguly y cols. (1981) observaron que
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la respuesta mitogeénica de linfocitos de sangre periférica de pacientes con
amibiasis estaba disminwida durante la primera semana de convalecencia luego
aumentaba y finalmente tendia a disminuir, tres scmanas después de iniciada la
enfermedad.

En otro estudio realizado con pacientes convalecientes de AHA y controles
sanos se analizd la respuesta mitogénica de linfocitos humanes a antigeno
amibiano sotnetido a varios ciclos de congelacion/descangelacion y sonicacion:
No se obsecvaron diferencias entre la mitosis inducida en linfocitos de individuos
5an0s en presencia o ausencia de antigeno amibiano (Sabanat, 1973). Ademis, la
respuesta de los linfocitos a la fitohemaglutinina fue superior a la inducida por el
antigeno amibiano.

Es importante comentar con respecto al presenle estudio, que la persona de
la que se obtuvieron las células mononucleares periféricas para realizar los
ensayos de mitosis nunca habia padecido de AHA, pero si colitis amibiana. En este
caso sus linfocitos presentaron una respucsta mitdtica a nuestra preparacion de
antigeno similar a la producida por la fitohemaglutinina, cosa que no sucedié 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 antigeno,
ademas del posible efecto inhibitorio producide por E. histolytica en los pacientes
con AHA, arriba mencionado. Nosotros pensamos que obtuvimos una mejor
respuesta mitogenica al ATA particulado porque protegimos a éste de la auto-
degradacion, pre-tratandolo con cloroformo-metanol (Said-Fermandez, 1996,

Tamez-Treviiio y cols., 2000). Este pracedimiento es mucho mas efectivo y seguro
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que la utilizacién de inhibidores de proteasas, y no habia propuesto previamente
para realizar este tipo de ensayos.

Como parte de nuestra estrategia, utilizamos antigeno total de trofozoitos, a
diferencia de otros grupoes, que utilizan membranas plasmadticas aisladas (Sabanat,
1973 y Ganguly, 1981). Como antes comentamos, la ventaja de wtilizar la totalidad
de los antigenos amibianos es la de no descartar a priori antigenos capaces de
inducir una respuesta protectora eficaz. Aunque ora posible que en la mezcla de
antigenos presentes en el ATA podria haber algunos que estimularan la respuesta
inmune y que otros la inhibieran. Decidimos inmiciar nuestro proyecto de
investigacion con antigeao total amibiano pensando que si no descubriamos una
respuesta mitogénica HPLC podriamos fraccionar este antigeno y probar las
fracciones por separado, pero esto no fue necesario.

Nos 1lam¢ particularmente la atencion que el mejor tiempo de incubacion,
después de haber puesto en contacio a las CMP con el ATA y de agregar a las
mezclas de ensayo la [3H]aTdR (1 uCi/10 pl) fue de 12 h (Fig. 3), mientras que
otros autores han encontrado que 18 h es el tiempa Gptimo. Esto puede explicarse
porque después de los 3 y medio dias de culavo y las células ya pasado por una
expansion clonal y han entrado en apoptosis (Janeway y Travers, 1997).

Al igual otro estudio (Ganguly, 1981) donde se buscd proliferacion de
linfocitos de sangre periférica de pacientes convalecientes de AHA utilizando
antigenos amibianos, nosotros encontramos una respuesta similar a la observada
en los controles sanos, ¢sta respuesta estaba inlubida durante la primera semana de

la convalecencia luego aumentaba vy finalmente tendia a disminuir a las tres
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semanas despues de la enfermedad. Como esperdbamos las maxima respuesta
mitogénica fue inducida por el ATA particulado ( Datos no mostrados). Sin
embargo en estudios previos se ba utilizado antigeno soluble con buena respuesta
(Salata, 1982).

El ATA soluble fue capaz de estimular la produccion de NO en un cultivo
de CMP humanas (Fig. 5-6). Probamos tambi¢a ¢l ATA particulado, pero los
resultados preliminares fueron demasiado dispersos (datos no mostrados). Esto
porquc los ensayos realizados con ATA particulado eran demasiado turbios y el
meétodo de Greiss es calorimétrico. Entonces decidimos continuar el presente
trabajo con ATA soluble.

Cuando iniciamos el presente proyecto algunos autores atirmaban que las
CMP no eran capaces de producir in vitro este compuesto. Nuestros resultados
muestran que si; y otros autores también lo ham hecho, utilizando diversos
estimulos (Bogdan, 2000, Weinberg, 1998 y Kroncke, 1998, Muray, 1992,
Nosaki, 1997). Entonces, ahora esta muy HPLC o que los macréfagos humanos
son capaces de producir NO in vifre cuando son estimuladas por un antigeno
adecuado y en una forma adecuada. Por otro lado, en los trabajos referentes a la
produccion de NO que se han realizado previamente para identificar antigenos de
amibas capaces de inducir una respuesta protectora se habian utilizando cultivos
de macrotages murinos (Denis y Chadee, 1989, Seguin, 1995 y 1997). Asi por
ejemplo, sc habia demostrado que |a lectina de trofozoitos de E. histolytica que se
une a galactosa (gal-lectin) es capaz de estimularla produccion de NO en cultivos

macrofagos derivados de médula dses de ratdn (Seguin, 1995; 1997).
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La produccion de NO es dependiente de citocinas, principalmente INF-y y
TNF-o (Seguin, 1997; Janeway y Travers, 1997). La produccion 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 enzimadtica con
inhibidores y/o anélogas del sustrato (Lin, 1994). Nuestros resultados son acordes
con estas afirmaciones, pero utilizando CMP hwnanas (Fig. 5-6), y también
indican que la produccion de NO por CMP humanas es dependiente del
pracesamienta y presentacion del antigeno amibiano, pues la produccién de NO
pudo ser inhibida significativamente al detener el proceso de presentacién del
antigeno, incubando las células con ATA y después fijandolas con glutaraldehido
0.05% por diferentes tiempos: a mayor tiempo disponible para la presentacion del
antigeno (antes de ser ﬂjgdas con glutaraldehido), mayor produccidn de NO (Fig
9).

Estudios previos se han demostrado que [a produccion de NO por
macrdfagos murinos esta correlacionada con la actividad amebicida de los mismos
(Deus y Chadee ,1989; Lin , 1994; Seguin , 1995;1997). Por ello se considera que
¢l NO es 1a principal molécula efectora que utilizan los macrofagos 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 linea L517810 es capaz de inhibir la produccion in vitro de NO
(Gonzélez-Garza y ¢ols., 2000), y de pernutir el desarrollo de AHA en ratoncs
Balb/c inoculados experimentalmente, a pesar de que cstos animales son

natwralmente resistentes a la infeccién por E. histolytica (Salata, 1982). En el




presente trabajo nosotros demostramos que los macrofagos 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 fraccion que indujo la
mayor produccion de NO en CMP humanas fue la fraccion 9, y la concentracion
que indujo la mayor respuesta fue la equivalente a 8.5 mg de proteinas/ ml (Fig.
12), mientras que estudios previos han reportado induccién de la produccién de
NO utilizando concentraciones de antigenos diversos 1-50 mg/ ml.

En este trabajo observamos que el ATA tiene la propiedad de co-estimular
la produccién de NO en CMP inducidas por LPS y/o interferon-y (Fig. 7-8) . Lo
que nos indica una respuesta dependiente de la activacion de linfocitos T. Ademas,
demostramos que estos macrofagos activados con las fracciones 4 y 9 del antigeno
amibiano soluble separadas por HPLC son capaces de matar al 37% de las amibas
cuando se co-cultivan con trofozoitos de E. histolytica (Fig 13). Para obtener
fracciones del antigeno amibiano total que fueron capaces de inducir la produccion
de NO, digerimos el ATA soluble con tripsina, y ultrafiltramos la preparacion con
un corte de 5,000 kDa. Asi, eliminamos las proteinas y otras moléculas de alto
peso molecular y conservamos unicamente los péptidos mas pequefios. Estos
péptidos los separamos por HPLC, y obtuvimos cinco pices principales y otros 20
picos mas pequeiios (Fig 10). El método utilizado en la cromatografia fue de fase
reversa, utilizando un gradiente de acetonitrilo y acido trifluoroacético en una
columna C18 (de 5 um de tamafio de poro y 3.7 mm de didmetro intemo y 200
mm de largo). Estas columnas separan moléculas segin su peso molecular y su

carga eléctrica total. Esta estrategia es la que se utiliza regularmente para separar
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péptidos pequefios por HPLC. Cuando analizamos la capacidad de inducir
produccidn de NO de cada una de las fracciones separadas por HPLC encontramos
la mayor actividad inductora en dos de las fracciones separadas la fraccion 4 y 1a 9
y que corresponden a 2 de los picos que se observan en la separacion por HPLC
P1 y P3. Sin embargo en ese momento no podiamos saber si el resultado de esta
produccion mayor era por efecto de concentracion, debido a que casualmente estas
fracciones no s¢lo mostraron el mayor efecto, sino también la mayor
concentracion de péptidos en 10s picos de separacion correspondientes en el HPLC
[(mayor Aszg) (Fig. 10)]. Por ello estandarizamos las concentraciones de proteina
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
produccion de NO (Fig 12). Rosanne Seguin y colaboradores, en 1997, asi como
Denis y Chadee en 1987, describieron la capacidad de los macrofagoes activados
con antigenos amibianos de matar a trofozoitos patogenos de E. histolytica.
Nosotros enconiramos que las células mononucleares periféricas obtenidas de
sangre fresca total de un voluntario sano son capaces de disminuir la viabilidad de
trofozoitos patogenos de amibas cepa HM1-IMSS, cuando son previamente
activadas. Es decir, que de el ATA es capaz de activar a ias CMP para matar a las
amibas, como se demuestra en la figura 13. Esta actividad citotéxica de las CMP
es dependiente casi totalmente de la actividad de los macr6fagos, pues en este
ensayo trabajamos tinicamente con las células adheridas a las paredes de los pozos,
mientras de que los sobrenadantes se desecharon, Como Jos macrofagos son las
tinicas c€lulas adherentes de las CMP, deducimos que la capacidad citotéxica es

dependiente de la actividad de estos.
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CAPITULO 5

CONCLUSION

5.1 CONCLUSIONES

1

2)

3)

4)

El antigeno amibiano total ATA, presentade a las CMP en forma
soluble o particulada, al cual se le elimino la actividad de las proteasas
enddgenas mediante un tratamiento con cloroformo-metanol es capaz
de inducir una respuesta inmune celular in vitro.

El ATA es capaz de inducir la proliferacion 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.

El ATA induce la produccion de NO en cultivos de macréfagos
obtenidos de sangre periférica humana.

La induccién de la activacion de macrofagos en cultivos de CMP, con

produccion de NO se incrementa por co-estimulacion con interferon gama

o LPS, lo cual indica que es una actividad dependiente de la activacion de

linfocitos T-

4)

3)

6)

La induccion de ia activaciéon de macréfagos con produccion de NO es
dependiente de la presentacion del antigeno.

Demostramos que es posible separar fracciones del antigeno total
mediante HPLC.

Las fracciones del ATA digeridas con tripsina y separadas por HPLC
son capaces de inducir la produccion de NO, en presencia de LPS en
los cultivos de macrofagos ya mencionados, con una eficacia 2.4 Veces

mayor que el ATA total.
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7}

8)

9)

La tripsina incubada sola y autodigerida exactamente igual que el ATA
con tripsina no es capaz por si misma de inducir produccion de NO en
los cultives de macréfagos humanos, bajo condiciones experimentales
exactamente iguales a las que sometimos al ATA o sus fracciones, por
lo que concluimos que el efecto inductor de activacion de macrofagos
humanos con produccion de NO es un efecto especifico de antigenos
amibianos y no de fracciones producto de la autodigestion de la
tripsina.

Los macrofagos humanos de cultivos de CMP, activados con las
fracciones 4 y 9 separadas por HPLC. No sélo indujeron la producciéon
de NO in vitro, sino que fueron capaces de estimular a los macrofagos
activados para destruir trofozoitos, invirtiendo la secuencia normal de
hechos en co-cultivos de amibas y macrofagos, en los que las amibas
destruyen preferentemente a los macréfagos no activados.

Tomando en cuenta todo lo anterior concluimos sobre nuestro trabajo
completo que nuestros resultados sostienen la hipotesis que planteamos

en el proyecto que origino el presente trabajo.

5.2 PERSPECTIVAS

Haber encontrado dos fracciones peptidicas capaces de inducir la

produccion de NO en macréfagos humanos abre amiplias perspectivas para
identificar al menos 2 antigenos amibianos que fueron aislados e identificados
mediante una cuidadosa preservacion de la integridad fisica del ATA. Estos

antigenos no fueron preseleccionados considerando las funciones biologicas ni la
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ubicacion en el cuerpo celular de los trofozoitos 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 habian planteado: ;Que antigenos amibianos son capaces de inducir la
activacion de macréfagos humanos con produccion 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
activacion de macréfagos en presencia de linfocitos de sangre periférica T CD4" y
T CD8", pero atn no sabemos si su secuencia es homogénea. Es decir, si existen
en estas fracciones vanios péptidos con diferente secuencia, ni tampoco a que
proteinas pertenecen éstos. Por lo tanto tampoco sabemos donde estan ubicadas
estas protefnas, ni cual es su funcién bioldgica. Sabemos, por otro lado, que estos
péptidos deben ser presentados para activar la respuesta inmhune celular, pero no
conocemos la secuencia de los epitopos presentades por los macrofagos, ni si la
respuesta inductora de produccion de NO es dependiente de la actividad de iNOS
sintasa y de la presencia de citocinas como interferon y o TNF o. Es necesario
investigar si los péptidos obtenidos en este trabajo u otros, separados mediante la
estrategia seguida aqui 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 deberd
investigarse si los péptidos inductores de una respuesta celular in vitro contra £.

histolytica y los inductores de una respuesta celular adecuada (por ejemplo
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3.- Aislamos e identificamos dos fracciones de antigenos de  Entamoeba
histolytica que son capaces de inducir la produccion de NO en cultivos de
macréfagos humanos.

4.- Confirmamos la capacidad de los macrofagos humanos de producir NO in
VIITro.

5.- A nuestro juicio, abrimos un nuevo camino, con enfoque y estrategias muy
novedosos, y que parece ser muy promisorio, considerando los fundamentos
teoricos de nuestra estrategia y los resultados aqui mostrados, para el desarrollo de

una vacuna contra la amibiasis.
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V. Diseno de vacunas contra enfermedades infecciosas

3
Salvador Said-Femaéandez,” Francisco Gonzdlez-Salazar® Herminia G. Martinez-Rodriguez™®

Resumen

Las vacunas son la farma mds efectiva y econdmica
de prevenir y controlar enfermedudes infecciosas y
parasitarias. A pesar del gran desarrollc que este
tipo de bioldgicos ha experimeniado en los dltimos
anos, todavia hay eafermedades producidas por
virus, conio el SIDA y por protozoarios, comg la
amibiasis ¥ la wripanosomiasis, que no han podido
ser controladas mediante vacunas eficaces y seguras.
La vacuna contra la malaria es wna de las que mayor
€xita ha tenida. Pero todas éstas ain estin en plena
desarrollo. Existen numerosos factores que se oponen
al éxito de las, vacunas antes mencionadas. Algunos
de clios son el riesgo que se corre al utilizar virus
vivos o DNA, en el caso\de! SIDA o de la capacidad
que iienen los protozoarios para evadir, deprimir o
inactivar la respuesta ininune protectora del hruésped.
Una vacuna efeciiva debe inducir tanto la respuesta
fuanoral coma la respuesta celular del sisteina immune
y considerar el ciclo bioldgico del agente causal. Se
discuten aqui diversas y novedosas estrategias para
desarroliar vacunas tanio contra SIDA como contra
la amibiasrs.

Falabras clave: Vacunas, infeccinnes, protozaarias.

Intraduccidn

Una vacuna puede salvar mas vidas y mas
dinero que cualquier otra intervencion medica.'

Hasta hace relativamente poco tiempo el con-
cepto de vacuna se aplicaba exclusivamenie a la
prevencion de enftermedades infecciosas y fue
hasta hace poco mas de 30 3f0s que empezaron
a aparecer resultados prometedores subire el de-
sarrollo de vacunas dirigidas contra enfermedades
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Summary

Vaccines are the most effective and reliable way ro
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 parasilic 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 grealer success.
Accardingly, all are still being developed. Numerous
faclors 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 abilisy that some protozoa have
to depress, evade, or inactivare the protective immune
response. An effective vaccine must induce both the
humoral and the celiular branches of the immune
system, and in addition to considering the entire
biclogical cycle of the causative ageni. In this
contribution. several novel strategies o develop
vaccines against amebiasts and AiDS are discussed.

L
Key words: Vaccines, parasitic diseases.

causadas por parasitos, las cuales estdn aun en
pleno desarrolla.

De acuerdo con Adrian J. lvinson' existen tres
conceptos sabre [as vacunas modernas que de-
benconsiderarse con especial alencion paralograr
las efectos beneficas deseadas: (a) aspectos big-
logicas, (b) su costo/beneficia y (¢) la coaperaciin
internacional para aplicaras en la mavor cantidad
posible de personas en las dreas del mundo dunde
se les requiare.
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Nosotros dedicaremos esta contribucién a un
tema relacionado con las caracteristicas biologi-
cas de las vacunas: su disefo, desarrollo y resul
tados, sin pretender que €sta sea una revision
exhaustiva. Nuestro objelivo es sola presentar al-
gunos ejemplos sobre las estrategias mas sobre-
salientes que se estan abordando para desarrollar
vacunas contra dos enfermedades importantes
par su incidencia y mortalidad y que por las carac-
teristicas bioldgicas de sus agentes causales ha
sido extraordinariamente dificil desarrollar produc-
| tos que protejan en forma segura, efecliva y dura-

dera. Estas dos enfermedades son el Sindrome de

la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), causada
| porelvirus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
uno de os retrovinus mas complejos conocidos
hasta ahora; y la Amibiasis, cuyo agente causal es
el prolozoario Enlamoeba histolytica. El desarrollo
de las vacunas contra ¢! SIDA y enlermedades
causadas por protbzoarios esta planteando a los
investigadores diliciles y vaniados prablemas, que
como veremos aqui, han rdquerido de la mayor
creatividad e ingenio y dedicacion por parte de los
investigadores, quienas han puesto a prueba los
enfoques y tecnologia mas modernos y variados.

Vacunas contra el SIDA

importancia epidemiologica del Sindrome de la
Inmunodesliciencia Adquirida

El SIDA es una enfermedad extendida en todo €l
mundoy sustasas deincidencia y mortalidad vanen
aumento. Durante 1997 se infectaron en el mundo
' 5.8 millones de personas con €l virus del SIDA{VIH).

Se estima que a principios de 1998 habia en el
mundo 30.6 millones de personas ViH-positivas.
Mas de 40% de eslas personas €ran mujeres y la
mitad de ellas tenia una edad de 15 a 24 afios.?

I El VIH es un retrovirus. Su genama esta consti-
tuido por RNA, el cual se replica por medio de un
DONA intermedianc de doble cadena, dentrg de |a

I célulablanco. El vius esta envuello por unacubier-
{a por la membrana plasmalica de la c€lula blanco

I 470

Caracteristicas generales del VIH
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que contiene glicoproteinas de cubierla (Gp 160 y
Gp41), codificadas por el propio virus yque le sirven
como medios de recongcimienta y anclaje a recep-
tores especificos, en primera instancia a las
macrdfagas circulantes y después a los linfocitos
CD4* Gp 41 es responsable de 1a fusidn de la
membrana del virus con la de la célula blanca 2.
Dentro de la cubierta se encuentra el genoma con
un tamano de 9.2-kbp y |a transcriptasa reversa,
encargada de sintetizar la doble cadena de DNA,
usando como templado el genoma original del
virus, inmediatamente después de la infeccidn. *
Desde el puntg de vista inmunaoldgico, el producto
génico mas importante es el de env, que codifica
para las proieinas de cubieria Gp 120y Gp 41.

Ciclo bioldgico de VIH-1

El virion VIH-1 rodeado de la glicoproteina de
cubienta Gp 120 se une a dos co-receptores de
superficie de los macrolagos circulantes: CD4 y
CCRS.* Las membranas celulares se fusianan, y &l
virusentraala célula. Entonces seliberanelgenoma
y la transcriptasa reversa virales. La transcriptasa
reversa sintetiza unacopiade DNAdedoble cadena,
la cualentra al nlcleo y seintegra al DNA celular. En
este estado el VIH se llama provirus. Después se
sinletizan y ensamblan las proteinas de VIH dentro
de las celulas infectadas y el virus adquiere una
cubierta lipidica, la cua! contiene numerosas copias
de Gp120yGp4 1 yabandonalas célulamediante un
proceso de gemacion.®

Vacunas contra el VIH®

El diseno de una vacuna capaz de proteger
contra el SIDA sigue siendo un reto lan grande
como cuando el virus estaba recien descubierto.
Algunas de las razones mas sobresalientes son
las siquientes:

(a) Larespuestainmune natural nodestruyeal VIH
y se forman reservorigs de este. principalmen-
te en el cercbro, en ceélulas de la microglia,

(b) Hasido necesaria eviar el usa de virus comple-
los vivos, atenuados o muertos porque ésos
repredentan un peligro potencial para las perso-
nas.

Gac Med Meéx Vol. 136 No. §, 2000




La prateina de cubierta Gp 120 puede mutar con
el tiempg y unirse lanto a los co-receptores CD4 y
CCRS como a los timocitos partadores de CO4* (T
CD4) , y da un cofactor llamada CXCGR4 como a los
cofactores CD4 y CCRS de los macréfagas, como
ocurre en la fase inicial de la enfermedad. Enla lase
tardia del SIDA |a mayor parte de los virus pueden
cambiar su afinidad exclusivamente por los
correceptares de los linfocitos T CD4+* y convertirse
en“T-trépicos”. En este estada los virus destruyen a
las células T infectadas, contribuyendo fuertemente
al colapso del sistema inmune y al surgimientode la
fase clinica de la enfermedad‘. Aciualmente se
conocen seis co-receptores mas, ademas de CCRS
y CXCR4. En todos los casos el virus VIH se une a
CD4 y a uno de lgs otros factores.*

Vacunas para estimufar la respuesta humoral

Este tipo de vacunas hia probado su eficacia para
combatir enfermedades como la poliomielitis, el sa-
rampidnylainfluenza. En el casodel SIDAlos diserias
de vacunas mas sobresalientes son las siguientes:

Proteinas de cubierta (Env). La mayor parle de
este lipo de vacunas contienen proteinas de la
cubierta viral o parie de éstas, porque siendo estas
proteinas necesarias para la union del virus con la
célula blanco, al unirsele anticuerpas especificos
neutralizan su funcidn 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 voluntarias hu-
manos y se ha observado que se generan
anticuerpaos capaces de neutralizar virus vivos,
eliminando su habilidad para infectar macréfagas
humanos fn vitro, Sin embargo, estos anticuerpas
$6lo reconocen 2 las cepas de VIH que se ysaron
en las vacunas. Cuando se usaron cepas aisladas
de pacientes estas vacunas fueron ineficaces.
Entonces, las proteias de cubierta puras parecen
na ser los mejores candidatos para la vacuna.

Virus completas
Los virus caomp =tos muertos. podrian prasen-

lar al sisteina inrnu~e una forma mas nalural ge |as
proteinas de la cutieria. v por lo 1anto estimular la
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produccion de anticuerpos més eficaces para neu-
tralizar |a capacidad de infectar del VIH. Sin embar-
go, este enfoque implica e! peligra de inocular
eventualmente virus activos o el matarial genético
residual, que es potencialmente peligroso. Por 1o
tanto deberad tenerse un especial cuidado para
inaclivar a los virus; y por otro lado, un tratamiento
demasiado estricto para inaclivar alos virus podria
hacer a la vacuna menos electiva, porque podria
desprendery eliminar a las proteinas de la cubierta.
Este es un buen enfoque, aunque debera resclver-
se ¢l problema de la estabilidad de las proteinas de
Cubierta.

Pseudovinones. Estas son estructuras artificiales
parecidas alosvirus. Sonesteraslipidicas vaciasque
solo portan a la Gp 160. Estas estructuras son muy
seguras porque no tiene la capacidad deinfectarnide
hacerse reproducir por las células blanco. Sin embar-
go na es facil fabricar pseudoviriones estables, aun-
que hay muchas esperanzas para logrario en uncorto
plazo.

Vacunas para estimufar ta respuesta celular

Las células citotdxicas reconocen epitopos. Las
cuales son fragmentos de los antigenos presenta-
dos a |os linfocitos T CD{ en la superficie de las
celulas infectadas. Estos epitopos, en el momento
de ser presentados, estan ensambiados en los
antigenos HLA, clase |. En este caso, no sdlo los
antigenos de superficie, sino tambienlas praieinas
internas pueden ser procesadas y presentadas a
los linfocitos citoloxicos. En el case de la vacuna
contra el SIDA se deben seleccionar células espe-
cificas que sinteticen y expongan uno o mas de Ins
epitopos provenientes de las proleinas cuya sinte-
sis es dirigida por el virus. De esta forma se podria
inducir al sistema inmune a monlar una respuesta
cantra todas las células infectadas que presenten
en su superficie dichos epitopos.

Vacunas con vectores vivos. Esta modalidad
de vacunas aprovecha la capacidad de cierlos
virus (no VIH) para invadir celulas. LLa estrateqia
consiste en insertar genes del virus del VIH en
eslos virus. que N0 son patogenos para el hambre,
pernatiendo que estas agentes liberen dentro de
las celulas los genes que codilican para los
antigenos inductares de 13 respuesta inmune
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protectora. La célula entonces produce las pratei-
nas virales, las reduce a epitogpos y estos son
presentadas en su superficie para activar a 16s
linfocitos T, los cuales se activaran y formaran
células de memoria, 10s que estardn listos para
combatir una infeccion por VIH. Uno de los virus
mas usadaos para esta estralegia es el virus de la
viruela de los canarios, un virus relacignado con el
virus de la viruela humana, el cual ha sido transfor-
mado con 1os genes del VIH que codifican para las
proteinas de la cubierta y para proteinas internas,
como Gaq (la proteina del nucleoviral y la proteasa.
Estas vacunas son seguras y despieran una débil
respuesta celular. La respugsta se ha mejorado
haciendo producir a los virus veclares un mayor
numero de capias o una mayor variedad de protei-
nas del HIV dentro de |as ¢élulas infectadas por €l
virus vacunal.

Péptidos. Se ha intentado despertar la respues-
ta inmune celular inyectando péptidos, pero éstas
pueden degradarse antesdellegara sudesting. La
induccion de la respuestalamune por este tipo de
maoleculas podria incrementarse usando mejorgs
adyuvantes.

DNA desnudo. En primales y ratones la vacuna
ha estimulado la respuesta de linfocitos T y en
algungs experimentos ha protegido a los animales
de la infeccion,

Estrategias combinadas. Las estralegias mas
efectivas son aquellas que estimulan tanto a la
respuesta celular como a la humoral, Por gjemplo,
un programa de vacunacian de estos podria iniciar-
se con un virus de a viruela de los canarios partan-
do el gen que cadifica para las proteinas de cubier-
ta, para estimular la respuesta celular, y meses
después el mismo paciente podria recibir la Gp12Q
pura, para estimular |a respuesta humoral. Con la
primera vacuna se prepara a las células para una
infeccion y con la segunda se refuerza.

Ya se ha hecho las primeras pruebas en seres
humangs con este enfoque. pero se usdrgn
antigenosde virus preparados enellabaratarioy se
obtuvo una respuesta debil.

VIH y VIS modificados median:2 ingenseria gética

Muches investigadores siyuen pensando que el
uso de virus del VIH vivo es lamg;or forma de inducir
una respuesta protectora farz ello han estado

472

deletando sistemdticamente varios de los genes
gque este virus usa para replicarse. Un protocalo
can médicos voluntarios se esta llevando a cabo
para probar esta vacuna.

Por olre lado se ha observado que el virus de |a
inmunadeficiencia de los primates, mal llamados
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 algunas casos estas vacunas
han inducide sintomas de inmunodeficiencia, adn
en animales no retados con &l virus silvestre.

Vacunas contra amiblasis

La amibiasis §s causada por Entamoeba
histolytica. Se estima que atecta a 10% de la
pablacian mundial,” pero es muy probable que
estas cifras tengan que reconsiderarse en un futu-
ro cercano debido a que E. Dispar (una especie no
patdgena) tambien parasita al inlestino humanao, y
hasta hace poca tiempo na se le distinguia de la
primera.® Se estima que |a amibiasis es causa 110
mil muertes al ano.?

Las dos observaciones mas generales acerca
de que E. histolytica es capaz de despertar una
respuesta inmune son: (a) que la frecuencia de
reinfecciones por E. histolytica en pacientes recu-
perados de absceso hepatico amibiano (AHA) es
muy baja'' y b) que los animales de laboratorio
vacunados contra E. histofytica desarrollan una
respuesta protectora contra abscesos hepaticos
amibianos (AHA) o lesiones intestinales cuando se
les inocula ¢xpenimentalmente can amibas virulen-
tas odisenteria amibiana, lo cual discutiremas mas
adelante. Sin embargo el diseno de una vacuna
conliable contra la amibiasis plantea una serie de
dificullades. que deberan superarse para lograr el
objetivo deseado,

Deben ademas tomarse en cuenta das aspec-
tos muy importantes de labiologiade £ histolytica:
su ciclo biolegico y la capacidad que eslos parasi-
tos lienen p.ua evadir la respuesta inmune

Cs muy nnportante considerar el ciclo biologico
comple‘o delagenle causal, como esta sucediendo
con el desaurgllo de la vacuna contra la malaria'' .
porque de esta manera se incrementa la posibilidad
de idenulicar un mayor numero de antigenos capa-
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cas de despertar un respuesta inmune prolectora y
el aumero de oporlunidades para interrumpir gicho
ciclo. Los agentes causales de la malaria son varias
especioes de Plasmodium, cuyos ciclos biologicos?
son mucho mas camplejos que el de £. histolytica.
El ciclo biolagica de E. histolytica consta solo de dos
fases, unatréfica, invasora y causante de la destruc-
cionde tejidos (el trofozoito) y otrainfectiva, el quiste.
Eltrofozoito ha sidointensamente estudiado, perola
Biologfa Celulary Molecular de los quistes es prdc-
; ticamente desconocida, fundamentalmente por la
falta de un medio deé enguistamiento masivo en
¥ condiciones axénicas para E. histolytica. Sinembar-
} go se han hecho algungs avances en este sentido.
E En 1980 desarrollamos un medio eficiente, confiable
] yque ademds permite que las amibas inicien espon-
laneamente el enquistamiento en condiciones
axénicas, pero con una pared débil.'” Actualmente
hemos desaryollado un nuevo medio donde las
amibas forman una pared muy resistente, que con-
tiene quitina y cuyas cqtacteristicas mortaldgicas
son practicamente iguales a las de los quistes
naturales. Peroentantono seabtenga un pleno éxito
gn los esfuerzos paraproducirquislesde E. histalytca
in vitrotodos las esfuerzos para desarrallar vacunas
i conlra E. hislolytica tendran que seguirse cancen-
trando en los antigenos de los trotozoitos.

Los trofozoitos de E. histolyfica tienen un nota-
ble habilidad para evadir la respuesta inmune,
inmavilizando,'* degradando anticuerpcs anti-
antigenos de supedicie de las amibas's y ejercien-
do un efecto inmunosupresor. Esto Ultimo en los
primeros estadios de la infeccion.? Por lo tanto, las
vacunas gue se desarrollen lendran que consido-
rar tadas estas caracteristicas de las amibas para
lograr una respuesta inmune eficients.

Las vacunas contra la amibiasis estan en pleno
desarrollo y todavia [ejos de estar en condiciones de
usarse masivamente en beneficio de ia humanidad.

Cons:derando que tanto la respuesta humaoral
corra la celular del sistema inmune son importan-
les.* es posible que la vacuna mas efectiva contra
la amibiasis lenga también que estrnular a ambas
rarmas dei sistema inmune.

~Igunos de los trabajos que enscequida citamos
presentan solo lgs resultados iictales, que refuer-
zan aideade quees posible ablene una respuesla
hurr oral. tanto en 1a luz intestinz.. como en ¢l
lorrente circulatorio y lambién una respuesta celu-
lar ¢ -olectora. Algunos olros preseitan ya los re-
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sultadas alenladores con vacunas experimentales
en animales. A continuacién presentamos algunos
ejemplos de todos estos enfoques.

Induccién de la respuesta humoral utilizando
trofozoitos completos usados comeo inmuno-
geno

Trofozottos completos

Jainetal. Obtuvieronundcierto grado de proteccion
en cobayos preinoculados con un ndmero relativa-
mente bajo de amibas via intracecal y luego retados
conuninoculo 80 a 100 veces mayor, también porvia
intracecal o intramuscular.'® Otros gutores observa-
ron incremenlos significativos en los titulos circulan-
tes'” y coproanticuerpas'®anti- €. histolytica despues
de inocular animales de laboratorio con trofozoitos
fijados con glutaldehido. La respuesta inmune humo-~
ral se incrementa notablemente cuando se utiliza la
toxina del ¢olera coma adyuvante'®

Transferencia de pasiva de inmunidad mediada

por células
3

Las células peritoneales de hamsteres inacula-
dos via intradérmica con amibas vivas son capa-
ces de proteger contra la infeccion experimental
hamsleres no inmunizadgs.'®

Proteccion con anticuerpos monocionales

Un anticuerpo manoclonal dirigida contra ur
lipotosfoglicano de E. histolytica llamado EHS fue
capaz de proteger contra AHA a ratones inmuno-
delicientes.

Antigenos recombinanates
Uso de antigenos puo disenados

MBF/SRHEP-CT1A2 (SEBHEF-H)esunantigenc
que contiene fragmentos de las siguientes 3 protei -
nas: SRHEP (Senn nch Entarnoeba histolytics
protemn), MBP (m.iltose tinding proten) y le |
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 subunidad de la toxina del colera CTA,, conocida

por su capacidad de incrementar la respuesta
inmune hacia otros inmundgenos. Esta vactina
molecularindujo unincremento en la produccion de
IgA en mucosas y de IgG en suero cuando se
administrd por via oral a ratanes.

Vacunas anti E/ histolytica construidas en vehi-
culos moleculares vivos.

Antigenos recombinantes expresados en
Salmonella typhi atenuada.

Se transformd con un plasmida portador de una
secuencia de DNA que codifica para un segmento
de GalNac a lacepa SL5928de Salmonelia Dublin.
GalNaces una lectina localizada enla superficie de
los trafozoltos de E. histofytica que se inhibe en
presencia de galaclosa/N-acetylglucosamina. Esta
lectina juega un papel tundamental en la lisis por
contacto que producen las amibas sobre sus celu-
las blanco. Cuando se ingculd por via oral a un
grupo de gerbo5 con estas bacterias se consiguio
una disminucién hasta de 90% en el tamano de los
abscesos hepaticos en cdmparacion con los testi-
gos no inmunizados.®

Zhang T y Stanley Jr. inmunizaron ratones con
salmonelas vacunales typhi ( Acya, Acrp, Aasd),
las cuales tenian inactivos lI0s genes que codifican
para la adenil ciclasa (cya) y el receptor del AMP
ciclico (crp). Esta cepa fue mwodificada mediante
ingenieria genética para que simetice SREHP/MBP.
Las anticuerpos iIGg anti-SREHP se incrementaron
10 veces en suerg con respecto a los testigos no
inmunizados. #

Algunas contribuciones de nuestro grupo

Nosotrgs hemos dedicado nuestro principal
esfuerza a la identificacién y purificacion de facto-
resde virulenciade E. histolyticay alenquistamiento
de este prolozoario en condiciones axenicas. Ya
antes comentamos (a importancia de un métndo
para enquistar inasivamenie £, histolytica in vitro.
Ensequida comentaremas algunas de los avances
que hemos tenido pare identificar, punficar y clonar
«slos laciores, los cuales podrian servir para in-
vestigar si estas proleinas am bianas complelas ¢
algunas de sus epilonas son capaces de Inducir
LIna respuesta inmune humorzi o ceiular en anma-
lcs de laboratorio.

R
Hemolisinas

Se ha sugerido que la aclividad citolitica de E,
histolytica juega un papel determinante en la habi-
lidad que estos parasitos tienen para destruir a las
células blanco. Nosotros encontramos que |a acti-
vidad hemolilica en extracios libres de células esta
relacionada con la virulencia de las cepas? Se han
identificado varios factores citoliticos de E,
histalytica, entre ellos una actividad dependiente
del potencial de dxido-reduccidn® y tosfolipasas
A.* También encontramos fosfolipasas A, y
lisotosfolipasas €n la misma fraccion subcelular
membranal de las amibas.” Las tosfolipasas A,
son también citoliticas en algunas especies de
protozoarios parasitosy las lisofosfolipasas inhiben
la autodestruccian de las células destruyendo a los
liso-derivados que las foslolipasas A, y A, produ-
cen coalinuamente. Por estas caracteristicas pen-
samos que estas tres enzimas son buetos candi-
datospara producirvacunas, induciendo la produc-
cion de anticuerpgs ¢ontra estos factores de viry-
lencia para inactivarlos y eventualmente despertar
una respuesta celular contra las amibas portado-
ras de estos antigencs. Con esta idea en mente
hemos puriticado la principal fosfolipasa A, de £.
histoiytica, la cual es maxima a pH 8.4, y Ca® {
mM*# y glonames una secuencia de cDNA que
codilica para una citolisinaxdependiente de activi-
dad de fosfolipasa A, (manusctito en preparacion).
El siguiente paso sera investigar si estas proteinas
son capaces de inducir proteccion en animales de
experimentacion.

Por otro lado, investigaremaos si los quistes que
se forman espontaneamente en nuestro media de
cultivo (PEHPS) son capaces de inducir una res-
puesta inmune protectora contra amibiasis inlesti-
nal o absceso heodlico amibiano en animales de
experimentacion.
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Latroduction

Diamand described, in 1978, a medium for the axeaic culti-
vatign of Ewamoeba hustolytica, called TYI-S-33 ¢11. Lates,
we developed another medidin called PEHPS (2). The ma-
jor constituents of these media are yeast extruct, and liver
and pancreas extract, respectively. Secum is am essential
campanent of both. Preliminary data suggested that E. fiis-
tolytica requires lipids to grow that are mainly supplied by
serum. We recently described a protozoa axenic cultivation
serum replacement (PACSR) (3) that contzins Diamond's
vitamin-Tween 80 mixtuce (1), amiuo acids, and a lpid-och
chalesterol preparation (I.CR). This preparation contains li-
poprateins, free chiolesterol, phospholipids, and fawy acids
(5). E. histelytica grew vigorously in PEHP or TYT basal
media supplemented with PACSR {or up 10 3 years, but not
in the preseace of LCR, although these parasites survived
tor up to 72 h (3). Thus strongly suggests that £. histalytica
requites an external source of lipids andfor lipoprateins, in
addition 10 vitamins and amino acids. The objective of the
present work was ta determine whether €. histolvtica is able
to use free cholesterul, phospholipids, or faity acids.

Materials and Methods

E. hustolviica strain HK9 strain was used in this swdy.

Amebic culnires. Glass screwip whes (13 X 1N mm)
contaming 3 mL TY-S-33 (b PEHPS (2). PEHP or TY]
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were supplemented with PACSR instead of bavine scrum
(4). Immediately afterward, |(* rophozoites/mL were inoc-
ulated and incubated for 72 h at 36°C. Subsequently, amne-
bas were harvestad and counted with an hemocytometer (2).

Experimental media. Tubes containing 5 mL PEHP were
supplemenied with Lhamond’s vitamin-Tween 80 mixture
and Earle’s amino acid solution (5) and 5 L of the follow-
g lipids (dissolved in absolute ethanol): cholesterol (100
my/ml); oleic (17 mg/ml), linoleic (58 mg/mL), linolenic
(17 mg/mL). arschidonic (I7\ mg/mL), or Jooszhexanac
(17 mg/ml.) acids; phosphatidylchahne (67 mg/ml.); lyso-
phosphatidylcholine (10 mg/mL), and sphingomyelin (26
mg/mL). Groups of threc whes were formed, and each was
muixed with one of the lipid blends described in Table L or
was added scparately. All wbes were inoculated with 1¢*
trephozoites/ml ., incubated. and counted. All analyses were
performed three tiines. in triplicate.

Results and Discussion

Trophozoite~ incubated in control media (contaimng Q. 1%
<thanoly wrew well, reaching densities of 24.3 = 3.7 in PT
HPS and o1 110+ 268 in PEHP supplemened wit PACSK
In the prescuce af any combination of free lipids. ameb.s
died within 12 h ol incubation. Qo the ather hand. cultures
maintined nomedia supplemented with 360 pe lipopne-
Wins (e igd densities quantitaively camparalle 1o ¢
wols grow iy PEHPS plus 0019 etlzuml (dagenes stowan
Inconehie o 1 hesterdveica HKY stran s unable wouse b
chdlesterul phosplwalipids, «r Gy avids npder axeme vone
aons Nevetheless, as amehas were able o grow in the prg--
cice of i eprotcins under ~imilar experinicintil vonditivns
these parasta protasoa possibly need an externgl <aurey «of
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resultng leaf cell suspension was filtered through pauzes of
double thickness to remove residues. The cell suspension
was washed three tirnes with RPMI by ceatrifugation at 440 X
£ for 10 min. The pellet of leaf cells was suspended in a Z{}-
fold volume of RPML. Subsequently, the cells were dis-
rupted by an ultrasonic processor (GE 50, Sonics and Mate-
riais, Inc.) for 30 min at4°C, The extract was cantrifuged at
15,000 X g fur 20 min at 4°C and the supernatant fraction
was sterilized by filtration (Millipore ucmbrane filter; pore
size, 0.22 mm). Ferredoxin cantent was assayed by the
method of Buchanan and Amon (5). Usually the sterilized
fraction was added 0 YEGADHA-S at 0.3% (v/v) for culti-
vation of E. dispar. Further purification of ferredaxin was
attempted by DEAE celiulose chromatography (3).

Results and Discussion

As previously mentioned, one suain (CYNO 16:TPC) be-
gan o grow in YIGADHA-S without any culture associates
(protozoan, mammalian, plant, or other wicro-organism
cells) after 2 3-month culwre with 10% formalin-fixed C.
fasciculata and a subsequent 3ymoath culure wich 6-phos-
plogluconate, which is an intermiediate metabolite of the
pentase phosphate cycle and Enatner-Doudroff pathway.
However, four other strains (SAW 1 734R cloae AR, CYNQO
09:TPC, AS2IR, and AS I6IR) needed a culuce supplement,
such as metabolically inactive sterilized C. fascicuiata, for
in vifro growth.

Based on these data, we attempted to examine the
growth-promoting effect of plant ferredoxin, as iron—sulfur
redox proteins ase preseat in mitochiondria, chiloraplasts, hy-
rogenasomes, and bacteria, although with differences in the
chiemical structure of the iron—sulfur cenmters. We found that
the supernatant fraction isolated from e extract of spider-
wart leaf cells allowed successful cultivation of all tive
E. dispar sirains at 2 similar growth rate (Figurel ).

Determination of the ferredoxin conteat af the extract of
spiderwort cells resulied in about 0.27 pmol/mL, which is
equivalent tw 3.2 mghok o the molecular weight (MW) of
spiderwort ferredaxia is assumed to be 12,000, similar to
spinach ferniedoxin. Though measurement of ferredoxin
contert of the supermnatant fraction of the spiderwort extract
was not possible by the wiethod employed, it could be puri
fied from this fruction by DEAE cellulose chramaograplhy,
which was confirmed by specrophotometric analysis Thus.
there is little doubt that the supernatant fracuon contiuned
ferecdoxin, Pecliminan sludies on ferredoxin fwither puri-
figd hy colwna chramatwraphy dentonstrated that it sigiad-
wanlly promvied growdi i £, dispar (SAW 1724R clone
AR, and ASIIR). To dwe (Max. 20000 these fve stens ol
2 dixperr have been succesarilly subculwared 1or 9 amanthiy
with the supernatant fuaction of the spulenvon eatoact
Among these subcultnes, ane straim (CYNQ (09:7°10C)
sturted o grow well in VIGADHA-S without supplement-
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Figure 1. Geowth kinetics af five 'strains ol £, dispar supplememed with
the supermatant fraction of leaf cell exwact of spidevveort (Comumieling com-
munes L.y m YIGADHA-S.

ing the supematant fracuon, very similar to the axenic
CYNQIL16:TPC suain.

Furthermore, the AS2IR and AS16IR steains are also
heing adapted to YIGADHA-S without adding the supema-
tar fraction. These results led us to envision that ferredoxin
regulates one of the abilities of E. dispar for adapration to
the axenic culture conditivas. Bychemucal, molecular, and
ultrastructural studies of these E. dispar strains are also
being conducted.
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Tablc 1, Compasition of media containing diffeccnt combinations of
frec lipids®

lipids stucwred as lipoproteins or integrated to cell mev-
branes. These passibilities need ta be further analyzed.

Lipid blend Lipids added 10 lipid test medium®
CHOL. PC LPC 5M LO ARA LNO &. DOCO Acknowledgments
n + + =+ + o+ o+ + o+ - We thank Dv. A. Luna de la Rosa for the actwork and L. Navamo-
::l D S S A Marmolejo. QFB, for her technical assistance. This study was par-
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v + ¢ & & & - P & uially supporned by grant no. [-29997 N from Conacyt (Mckicos.
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VIl + - % + + o+ + + + f. Dizmond LS, Hardow D. Cumnick CC. A ncw miedivm for the axenje
X - + + +  + + + + + coltivatian of Frfamoeba histolyiice and other Enwanocba. Trans R Soc
X + + o+ + ¥ + + + + Trop Med Hyg 1978:72:431.

* Culwre (ubes containing § mL PERP o« TY( basal media supglememied
with aming acids and vitamins were added with 5 uL of each lipid salution,
2 this wable indicates, (+) = added; (—) = nonadded. The free Lipids
tested in these expenments are comnponents of a lipid cholesteral-rich com-
mervial preparation (LCR) and of a protozus axeric cultivation sennm re-
placement (PACSR). Their final cucentrations were the same in experni-
menul and in contral media (PEHPPACSR or TYLPACSR): ® The lipid
wst medivm was PEHP basal medium supplemented with Dwamond ‘s vita-
min-Twezn 80 mixture and Earle™s amino acid salation.

Abbreviations correspons to the following lipids: CHOL = cholesterol:
PC = phasphatidylichioline; LPC = |ysophosphatidylchetine. SM = sphin-
gomyelin; LO = linoleic acid; ARA = arachidonic acid; LINO = linolenic
acid: OL = oleic acid, and DOCO = docosahwexanoic acid.
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Pathogenesis of Entamoeba histolytica Depends on the Concerted Action of
Numerous Virulence Factors

David Mirelman, Serge Ankr, Uriel Katz, Felipe Padilla-Vaca and Rivka Bracha
Depanimenz of Biolugical Chemisiry, Weignann Instiiite of Science, Rehavit, Israel

Key Words: Entamoeba histolstica, Virulence, Gal-lecuin, Lipaphosphoglycan, Antisense RNA,

Transfection.

Introdudtion

Muman infection with Entamoeba histolyrica can take (wo
paths: it can either develop an invasive form of the disease,
or the infected individual may remain sy mptomatic, In the
last twa decades, a tumber of virulence factors were identified
and characterized in £. fristolytica. The interaction between
the amebic trophozoite and the Mammalian target cells can
be separated into two main stages: (a) the specific recogni-
tion and aitachment of the parasite o 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 etfectar maolecules, such as the
amebapare and the cysteine proteinases, which can cause
damage to host cells. Despite the reraarkable progress of re-
vent years, it is still not clewr whether zll the virulence fuc-
tors that parucipate in causing the disease in bumans have
been identified. Furthermare, we still do not understand, in
molecular terms, the vaciations that exist between £, his-
rolytica strains of [ow and high virulence and the modula-
tion of the expression of centain virulence factors in the
swne strain by extemal facors such as nugrients, bacteria,
and/er ather host factors.

Qur recent results o *uned from investigating (a) the
avirulent E. Aistalytica strain Rahman. (&) the avirulent tro-
phozoites of swain HK-9 monoxenically grown with Es-
chierichiéa coli 055, and (¢) the three avirulent transfectants
al’ strain HM-1IMSS 1 which the expression of a vitulence
lactor was sclecuvely inhiluted by antiscnse RNA c¢learly
indicute that pathogencsis 1 €, &fstalvtrca 15 the cesult of
the congerted purticipation of auatereus ewiponents.

Acldiens regruant eeguesis o 10 M et Bepeiane oot Buboe ol
Chemistiy, Wewngnn (nsgene o Sorees. Robosor 700 00 [aagl 1
VeNTE (N RIANT NN =972 N 16256 ol
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QTR -4A0900 S s Trenc matier, Copright ©
PUL SOTSS. 2400000 02389

Materials and Methods

Avirulenrt E. histolytica strain Ratunan. The three main vir-
alence factors, ie. \he cysteine proteinases, the 170-kDa
heavy subunit of the Gal/GalNAc-specific lectin, wnd the
anklbapore of the avirulent, axenically grown E. hiytolyrica
strain Rahman are all expressed at similar levels as in viru-
leat strain HM-1:IMSS. On the other hand, a number of
other companents were found to be present in lower
amounts in strain Rihman, One of the well-establisbhed
charactenistics of many pathogenic microbes is the presence
of complex carbohydrate layers on their cell surfaces. Anal-
ysis of the amcha surface lipophasphoglycan (LPG) of
strain Rahmnan have shown that it significanty diffecs from
strain HM-1:IMSS in that ic contajns only 10% of the LPG
content aad is devoid of thie long. branched (al-6) giucase
oligosaccharide chains (1,2). The lack of LPG in stratn Rah-
man suggests that these complex macromolecules may play
a role in amebic pathogencsis. The abscnce of branched oli-
gosaccharide chains also suggests a mutational defece in the
biosynthesis of LPG. and (o identify putalive inactive
gene(s), we have compured by representation differential
analysis (RDAY the identity and levels of RNA transcripts
produced between striin Rahman and the well-¢stablished
virulent strain HM- 1" IMSS (3). Three genes were found (0
be underrepresented 11 steain Rahman. No clue is yeu avail-
able tor the dowuregulicion ot thie (irst gene coding for an
S-adenosylhomocysicne Livdiolase  The  second  gene.
which codes for the aldose T-cpimcrase, has nat yet been
studied. and could perbiaps e mvalved in the detect ol the
LG imeiecules n oplivrantes of the avirukent styain Bah-
URNT (e previows = cntion of ihis). The tird wadestepre.
=l subuene 3 KD of the GeWCral-
an S-S

sented gen s was (i
NAC-ypevETe Tecar wlecale thae s hioked. vz
banl. ta the dicavy -+ RDa bt o has a GEY ancenor
e i e S cnsing o the lesels ol (e eas s s Jb-
vl (L7 L Da) or ik sl GalN Ac-lectin and the adbererce
prapertios o ni it eels of sutin Ralnio wers simi-
JutUINE LNSS Tlhese hoding s sug-

vpeesswen al the Loghe subanit cogld

L o those taund -
vested that the fow.,
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Identification of Seven Chemical Factors That Favor High-Quality Entamoeba

histolytica Cyst-Like Structure Formation Under Axenic Conditions

Francisco Gonzilez-Salazar, *** José M. Viader-Salvadd *** Herminia G. Mart{nez-Rodriguez, **##+
Eduardo Campos-Gdngora,* Benito D. Mata-Cérdenas* and Salvador Said-Ferndndez*
ADivisidu de Bw!og-a Celular y Molecular, Cantro de fivestigacion Biamédica del Noreste, hstituto Mesicany del Seguro Social (IMS5S5)
**Fucultad de Céencias Bioldgicas, Drivision de Eswdios de Pasigrade.

* s Departamenta de Microbieingia,
*eanfepanamento de Biogquinica, Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma de Nueve Ledn (UANL), Monlerrey, Nueva Ledn, Mexica

Key Words: Entamoeba histofveica, Eacystation, Cysts, Simplex method.

Introduction

The biclogical cycle of Emiamoeba hisrghvvica consists of
1wo stages: cyst (infective form)}, and trophozoite (invasive
farm). While the molecular and cell biology of trophozaites
has been intersively studi®d, encystation is still poorly un-
derstood. This fact is maialy due ta the abseuce of a cullure
medium that permits massive encystation undes axenic con-
ditions. We previously pointed out that E, histolytica spon-
tancously forms cyst-like structures (CLS) in PEHPS cui-
ture medium. The wall of most CLS did nax resist the lytic
effect of 0.4% sodium dodecyl sulfate (SDS) (1). Notwith-
standing, when PEHPS was supplemented with an Mg**
(1.22 mM), Mn** (1444 M), and Co?*(19.44 mM) ifon
blend, the CLS wall resisted 1% SDS for 10 min, although
these cells showed an Uregular shape and a wrinkled surface
(2). la this study, with the aid of the Simplex method (3), we
analyzed the eftect of 10 factors on high-quality CLS for-
mation (HQ-CLS), under axenic conditions.

Matcerials and Methods

Amebas gnd cultivation wetiiods. The E. histofytica HM-1:
IMSS swain was wyed tn ull experiments. Twenty-live me-
dia wure devigned and tested with the aid of the Sumplex
method modiliad far multple vanables aod muluple re-
sponses (3)

The study was performed in four steps., L2 the Giest, g me
vy at L iedig gontainiog adl 10 ghgmic 2 factns under

Ll et squests o Salv eloe Nl -Genin e v e
e s Bmieshs o el Nowestes Ay 2o Ay San e Culona
Toas s anbercnt, 62720 Moptersey, Nawve Ledn, Moo o0 [olree 00 32)
o e HI3E 1 sabvadersand e actseare nel

e camyg aud e Lranwes ca Genggilez-Salazar

study was tested, and the concentration of the factors pro-
ducing the warst and best tesults was determined. During
the study, the concentrauun of each factor in the previously
mentioned media varied between a lowest and highest fimic,
chascn arbitzanily. The factors studied and their initial con-
centration limits were the following: bovine serum (0-1%);
glucase (0-6%); sodiumm wiraborate (0—4 mM); MgCl, (14
mM); MaCl; (1-10 aiM); CoCly (1=10 mM); liver and pan-
creas extract (0-2.5%) (4); Diamond's vitamin mixture U7
(0-0.05%); phesphate (0-0.66 mM), and CaCl, (—4 mM).
To conform the second set of media, the 10 factors produc-
ing the worst results in aep | were discarded, while the one
that produced the best results was kept. By taking into ac-
count the concentration of each particular factor in media
praducing the worst and the best results, a second set of 10
new media were calculaied. Results obtained with each me-
dia from the second szt were compared with results ub-
tained with the best mecia from (he first set (). By follow-
ing this procedure, foc: additional media were discarded
and substtuted by four new media, which canformed the
third set. The corresponding results were compared with the
results of the former m2dia, discarding only one medium.
The substituting medivm conlormed the fourth set. The
study was finished whea the later media produced worse
results than those produ:zd by uny of the farmer.

All media were fres=iv prepared. using a basal madium
{Cagein peptong 2% i Jouble-distilled water), This me-
divim wats clistributed i- 5wl aliquots, in glass (6 x [23-
g sereweup s, an s apprapuate volumes ot each of thie
previous]y described co-ponenis were added, veaching a -
mal volume of 12 ml. v wibes were geatly stirved, wmedi-

atcly mocylaed willv 20~ 100 cophozoites, and iepbated
For 7 day sl I77°CL Al G annenatoens were augde il we
e

HO-CEN ceetiation. V2 hioloscal gualiny ol HG-CLLS
(reduced e cach ol te Treviously described media Was on-
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Figure L. Quantification of the number of nuclei per cvst obtmned with the
different encystation media.

a
medium--69% in relation to inoculated trophozoites after
48-h incubation. With MgSO,-serum, low cyst yiclds were
attained (33%), and similar percentages were obtained with
AEM (35%). However, with the latter significantly reduced
trophozoite and total cell (rophozoites plus cysts) yields were
observed. Low 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

Wﬂ Anebut. Mexico City/ Archives of Medical Research 31 (2000) S190-S191
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number of trophozoites remain viable and able to encyst
MgSO¢-serum 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 binucleated cysts predominated in
MgSO,-serum medium, tetranucleated cysts being 15% of the
entire population (Figure 1). Only 17% of cysts were tetranu-
cleated in AEM (Figure 1), uninucleated 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 MgSO,-serum medium
(Figure 1). Differentiation of E. invadens in different media
can afford us a better knowledge of events related with the
amebic life cycle, including excystation.
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timated as a global quality index, which was defined as the
geometric persentage average of the following five HQ-
CLS charwieri<tics: resistance 10 0.1% sarcosyl lysis; rounded
shape and a c2!l diameter of 8-20 pm: one or more well
consened nus 2t showing a smooth surface, and birefrin-
gence.

Results and Discussion

The Sumplex is a very strong inductive method that allows
procuring the Sest results by determining the relevant fac-
tors and thewr optimal concentrations in a particular biologi-
cal svstem 20 Accordingly, in the present study we in-
cluded soveral chemical factors that influence wall synthesis
of diverse niczoorganisms and the main components of PE-
HPS 1o wlenuiy those that favored the HQ-CLS formation
and then best concentration range in the culture medium.
The factees that positively influenced HQ-CLS formation
were the tollowing: glucose (2-4%): boron (1-2 mM);

Figure |\ loeh qaalny, cvst-like structure formed 1in a medium contain-

mg the svon bnnas favoring their formation under axenic coditions.

Mo s s bce o remarkable similarity w notwral Encam <~ his-
fedss oo e phenical-shaped and having a smooth. birr: Smingent
sl oo antdeny oy tupla\m and mucier showing o -nplwr:sl Coranatin
and e et s, Bar 10 o
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Mg?* (1-2 mM); Mn?* (4-6 mM); Co®*(6-10 mM); Ca®*
(2-4 mM), and bovine scrum (0.5-1%). On the other hand,
phosphates, vitamins, and liver and pancreas extract were
irrelevant to HQ-CLS formation. Under these culture condi-
tions, 55-60% of HQ-CLS were formed with respect to the
inocula (2.1 X 10° trophoroites/mL). The microscopic ap-
pearance of HQ-CLS was remarkably similar to natural £
histolytica cysts. Figure 1 shows a spherical-shaped HQ-
CLS having a birrefringent and smooth surface and a well-
conserved nucleus, demonstrating a central centrosome and
peripheral chromatine, and having a granular cytoplasm.
HQ-CLS had a belter appearance than CLS formed in PE-
HPS supplemented with Mg, Mn, and Co ions only (1) and,
unlike CLS, formed spontaneously in aged culures main-
tained in PEHPS (5) and resisted double-distilled water and
0.1% sarkosyl lysis. Nevertheless, the ultrastructure of these
cells needs 10 be analyzed by electron microscopy and
whether HQ-CLS are viable and capable to excyst needs to
be investigated. In addition, the effect of physico-chemical
factors such as pH, oxide-reduction potential, temperature,
and osmolarity on E. histolytica encystation alsu needs (o be
analyzed.
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Incorporation of *C-Glucose into Cytoplasmic Glycogen from Entamoeba
invadens IP-1 Strain
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Key Words: Ertamueba invadens, "*C-Glucose. Glycogen, Cyst, Ameba.

Introduction

Glycogen represents the main intracellular source ta obtain
glucose in truphozoites of the Entamoeba genus (1). This
carbohydrate is present in the trophozoite cytoplasm, and its
concentration remains constant (2). However, in the cystic
phase an importagt decrease in glycogen following cyst
macuration has been observed (3). Previous reports concern-
ing radioactive glucuse (ranspon were performed in ameba
cultures to determiue its partiipation in the diffecent physi-
alogical conditions of this parasite (4,5)-

The main goal of this study is to determine whether the
radiocactive glucose incorporated into wophozoites can be
used as a precucsor of the glycogen biosynthesis process.

Standardization of the incorporation of radioactive glucose -

to intracellular glycogen granules ot amehas could be used
to identify whether these parasites degrade this palysaccharide
when the cellular differentiatign process has been jnitiated.

Materials and Methods

Ameba cultures. Axenic amebas of Entamoeba invadens
strain [P-1 were used and keprt in cultuce in 11 mL of Dia-
mond’™s TYI-S-33 medium in 16 X 125-mm Pyrex tubes
with screw caps. Each tube was inoculated with 10* amebay/
mL., and was incubated at 25°C.

HC-ghucose incorporation by amebas. Trophozoites cultivated
in TYI-S-33 medium were obtained atier 7 days incubation
4t 25°C. The cells were trunsferred inte Pyrex 16 X 125-mm
tubes with screw caps that conained 10 mL of culture aie-
dium without glucase (this reagent was eliminated fram the
TYI-5-33 medium (ormulation). Fach ube was inoculated
with 10 X 107 raphozeites/mL dind incebated at 25°C for

AUdress repring tuos ton Josd Joan Seputs [una, Cewea de tnvest
vacian Bormddied Jh Noresie, IMSS, Slmetrascin d8 Correan Ja 4
Apitadn Postal 120 1 Catona Independong e T2 M\"Ilk‘l‘l‘c)‘. ATCORE
Leda, Menice  Loletan. €1 320 30 1o dos3 . Bl fisegurats ware
dweb.com
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72 h. Tubes were centrifuged (1500 rpm. 1S min at §°C), the
supernatant was eliminated, and the pellet was transfamred
into tubes (Fyrex 10 X 75 mm with screw caps) that coa-
tained 3 L of inedium without glucose. A glucose mixture
(140 mM nonradioactive glucose and 25 uCi D-U"C-glu-
cose, CFB96 Amersham, UK) was added in 250-pl. ali-
quOts 10 each tube and incubated at 25°C ducing 24 h,

Determination of ™C-glucose incorporated into intracellu-
lar glycogen. After the incorparation ot radicactive glucose
by axenic trophozoites, the following procedures were car-
ried out 10 determine whether they were able to lnwegrale
this radivactive substance into intracellular glycogen. Tro-
pliozoites 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. Twe milliliters of 1% SDS wais
added to cach tube to induce camplete disruption of cells.
The tubes were heated in @ water bath for 15 min at $6°C,
immediately cocled 10 4°C, and 8 mi of distlled water was
added. This procedure assured the abseace of intact cells,
which was confiamed under microscopic examination. The
tubes were centrifuged (3000 rpm for 15 min at 4°C), the su-
pernatant was eliminated, and the sedimeat suspended in 5
mi ethanol. Samples were boiled for 13 min and immedi-
ately cooled in water. They werce then centrifuged at 3000
rpm for 15 min at 4°C, and the radioactivity present in the
cell sediment was deternnned. Fhe sediment was transferred
to a glass flask contaiming 3 mL of biwlcgradable liquid
scintillation (LSC-cackiil. Packard. Ca. 6013259). The
amount of radivuctivily way detected with 90% efficiency
tor carbon in a liquid scintillatian wnals cev (Packard, model
1600TR),

Results and Discussion

Trapihaggues Tasted af elucose tar 72 e capable of in-
campacating radioactive clucose mothe fedowing 24 he Re-
sults abained with about 32 X 107 wnebe - showed tha al-
tera 24 1 peticd. radiouctive lucose sas mearparated into
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Mg2+, Mn?t, and Co?** Stimulate Entamoeba histolytica to Produce Chitin-like Material
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from E. Adstolytica tophozaites. CLS, or RCLS were analyoed with
high-performance liquid chromatography. The major components found
in all 3 preparations were N-aocrylglucasamine (NAG) and glucose
{GLC), wizh RCLS possessing 129 and 130 urses more NAG and 2.4
and 2.0 move GLC than taphowites and CLS, respectively, After 36
hr of incubation with chitinase (16 U/m{) in 2 hypoionic medium (50
mOsm/kg). 68% of RCLS was lysed. and 100% (os: affinity For cal-
cofluar white M2R. The RCLS golysaccharides bou=d whear geom ag-
glutinin and appearcd as long and thin or short and thick Gbers. Ac-
cordingly, Mg?*, Mn?", and Co!* suraulated £ Risro.»tica o synthesize
3 chitin-like malerial.

Ermamaocba histolytica is the causative agen: of amoebiasis,
Its life cycle consists of traphozoite (invasive) and cyst (infec-
tive) phases. Trophozoites have been intsasively studied,
whereas the study of cysts is virually nonexisteat. This is main-
ly because of the absence of a medium that cllows the mass
encystation of amaebae under axenic conditions. A strategy o
develop this medium would be to obtain an n viae meodel
where amoebae initiate their differentiation and then to analyze
systematically each of the possible factors involved in the en-
cystation mechamsm. We previously reported that £ kisralytica
is able w form cysuike suucwres (CLS) in aged cultures main-
tained in PEHPS (peptona de caseina, evirac:o de higado y
pdncreas y suera) medium (Said-Ferndndez ec al., 1988). The
microscopic appearance of CLS istemarkably s:milar 1o natural
cysts, although the lauer, but not CLS, resist kypotonic shock
and dctergent lysis (Said-Ferndndez et al. 1995). A poassible
cause of CLS weakaess 15 2 defect in the synihesis of chitn,
assurmung that chitim 13 present o the cell wall of £. histolyrica
cysis, as was suggesiad by Amovo-Begovich et zl. (1980), Chi-
tun constatutes the matnx of the <ell wall from fungi and Ent-
amoeba nvadens, conferring on them their characteristc resis-
tance ta adverse factors (Aroyc-Begovich et al.. 1980; Ruiz-
Herrera, 1982; Ruiz-Herrerz e al., 1994),

Chitin is a polysacchande formed exclusiveiy by N-acetyl-
glucosamine, with chiun synthase enzymes and their cofaciors
(Mg, Mn?*, and Co?*) respousible for its synth2sis (Ruiz-Her
rera. 1982). We recently showed that, when uaphozoites are
incubated in PEIIPS supplemented with these ¢cotfactars, amoc-
bae torm cystlike stnictures that are resistant w Jouble-distilled
watcr and 1% sodium dodecyl sultate (RCLS). suggesting that
these 10as stimulate amoebae (o produce <hitin ' Campos-Gén-
gara et al | 2000). In the present sudy, che compasiion of poly-
saccharidas produced by CLS and RCLS was dztermined and
compared with the material obtained from raphazaites.

The E. histofyrica HM-1:IMSS strain was usad 10 this study.
Aumochae were mawntained under axenic conditians in PEIHPS
mediam: 10 g casein peptone. ¢ g glugose. 1 g _-cysteine, 0.2
2 asoorbic acid, 0.6 g KH,PO,. 4.1 ¢ K;HPQ,. 250 mi bovine
liver and swine and bovine pancreas exiract, J.oable distilled
wite1 as needed w | L and 9% «vfv) of bavine ~crum (Suaid-
Perirandez e al.. 19881,

| cee fundred cultuee wibes cooaomng L1 e CEHPS were
e fed with 1ox 100 rephosadesin) and ine oated e 36§
C. towe hundeed toles were hamvested after 72 - wcubatian o
abiis e rephozoites. Anothier a0 wbes were iny  ted Tar 10
iy~ i ootain CLS (Suid-lersendes et al. (995 nd the ee-
aumeng 100 tbes were wed o praduee RCLS o callows, AL-
er = days of incubaton, 1S Lot spem medies
witey wieh an cqual amount o resh PEHPS wey am, MeCl,,
Mud 1., and CoCl, were added w produce timd concenuntians

.

was subisty.

of 1.22 mM, 14.44 mM, and 19.44 mM, respectively; and them
the cultures were incubated for 10 additional days. After being
incubated ar 37 C, the trophozoites, CLS, and RCLS were har
vested by centrifugation at 700 g for § min and washed twice—

wrophozaites with 10 ml phosphate-bulfered salinc (PBS; pH

8.0) and CLS and RCLS with double-distilled water. Then, all
preparations were freeze-dried in glass ampoules by applying a
vacuum of 25 mtorr, at —50 C for 4 lw. Ampoules were scaled
and stored at —20 C until used,

In all of the experniments related to carbohy-drate analysis. a
System Gold chromatograph (Beckman Inswruments, Inc., Sam
Ramon, California), cquipped with a diode array detector and
an ion-exclusion column (Aminex HPX-87H; Bio-Rad Labo-
ratonies, Hercules, California) was ased.

A monosaccharide standards analysis was performed to test
the capacity of the HPLC system ta rcsolve several of the
monosaccharides found in cell walls and 0 determine the re-
tention times of each carbohydrate. Each compound (reageat
grade, Sigma Chemical Ca., St Louis, Missouri) was dissolved
in 5 mM kLSO, (Merck, Darmstadt, Germnany) at appropriate
concentrations @ obuin detectable peaks at an absorbance of
193 nm (about 0.02-2.5 absorbance units). The standards and
their respective concentrations were as follows: 4.01 mg/ml fu-
case, 4.48 mg/ml mannose, 2.1 mg/ml glucasamine, 34 pg/ml
N-acetylneuraminic acid, 300 pg/ml N-acetylmuramic acid, 70
pg/ml AN-acetylglucosamine, and 4.7 mg/ml glucase. All the
standard solutions were filtered through 0.45-pm Durapore fil-
tecs (Millipore SA, de CVY, México City, México), and 20 ul
from euach solution was injected into the Aminex column. &
mM H.SQO, 1socrauc clution, at a flow rate of 0.3 ml/min. was
used. In addition, a solution conraining all the monosaccharide
standards was analyzed at the same ¥inal concentration of each
individual solution. The retention time corresponding t each
pcak was marched with 1 of the standards injected scparately
1o identify the correspondiag compound.

The method described by Anoyo-Begovich et al. {1930),
with minor modifications, was used 1o obtain amaebic polysac-
¢harides. One hundred milligrams of freeze-dried trophozaites,
CLS, ar RCLS was resuspended in 5 ml double-distilied water
and disrupted with 10 sonication cycles (75 W, for 30 sec, and
30 sec resting). The samples were centrifuged at 700 g for 15
mun. and the pellet was washed 3 times with 10 ml double-
distilled wuter. Each preparation wis mized with 1 ml of 0.5 N
HC! and incubated at room twemperature far |5 ia, washed
with 10 il double-distilled water. and resuspended in | m] ab-
solute ethanol : 1 N NaOH (2-1. v/v). Fach af these prepacations
was hewted in boiling water foc § win and filtered through mi-
crofiber glasy filiers (GF/A, Whiaman). The palysacchandes re«
tined in the llers were eluted will 3 il double<hstilled watee
Ireeze=ricd as for the amochie preparations, and stored antil
used

The e monosiechandes conined o the imactiee palys
saechzrnde ndrolysaies were wleariticd o quantified by using
the exterugl stbird thod 1vee Seane, 19938), Tlr peacocal
consisted el 3 main stepys: ohaaing giieese (GLCY and M-
accty lplucosamine (INAG) stamlad curves. delermtining the per-
centage ol NAG recovered froon it sample or NAG standard
hydiolysates and determining e contems of NAG aud GLC
e mueehic palysaccharide halrolysates. Vaciuble  concentra-
uons ul NAG (.62, 36.2, aml 32 pe/mll or GLC (480, 480,
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charide hydro(ysates could be undercstimated by as much as
38%.

We have shown in this study that Mg 2*, Mn”*, and Co?*
sdimulate E. huistolytica w0 produce a polysaccharide that has
several of the chemical charactenstics of chitin. [n addition,
this chitin-like matcrial is mainly composcd of fibers, similar
1o those observed in sagittal cuts fram the & kisrolytica cyst
cell wall (Chdvez ctal_, 1978). This strongly suggests that Mg,
Mn. and Co ions stimulatc £. histolytica to produce a chitin,
which implies that £, Aistolytica, like E. invadens (Das and
Gillin, 1991), has chitin sythase enzymes, Neverheless, X-

vay diffraction analysis of polysaccharides produced by RCLS,

and the identification and cloning of the &, Aistolytica chitin
syathase enzyme genes must be perfarined to confism this pos-
sibility.

o addition to chitin, i€ is possible that another polysaccharide
having GLC a5 a majur component was produced by RCLS. It
is highly unlikely that this molecule would be glycogen or cel-
lulose, because glycogea is soluble in water (Budavari, 1996),
and the procedure that we used 1o purify the amoebic polysac-
charides included several washing steps with water. Further-
maoe, RCLS were not aftected by cellulase. Thus, the GLC
detected in our samples could belong to glucan(s) strongly
bound to chitin, as in Candidu albicans (Rufz-llerrera et al.,
1994].

The wall formed by RCLS is still abnormal (Campos-Gdn-
gora ct al., 2000). This indicates that the Mg* Mn?*, and Co**
conceotrations that we used in tns and previous studies are
toxic o amoebae, and/or that other factors are involved in the
E. histolytica cyst wall synthesis, such as possible inhibitory
factors contained in PEHPS med,um, the loss of genctic ability
w encyst from the E. Aistalyrica strain used in this and former
studies, or the absence of some other factors needed 0 synthe-
size the cyst cell wall. All these possibiliies are being inves-
tgated in our laboratory.

We thank Roberr M. Chandler-Burns fur theic crtical read-
ing of our manusctipt and Aatomo Luna de la Rosa for the
antwaork. This study was partially supported by ColNaCyT
(México), grants 264100-5-1379PM and FI2B MO9212,
28729M, and Master’s degree fellowships awarded ta E.C.G.
and EG.S.
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TRICHOMONAS VAGINALIS: IDENTIFICATION OF A PHOSPHOLIPASE A—DEPENDENT
HEMOLYTIC ACTIVITY IN A VESICULAR SUBCELLULAR FRACTION

/
llavier vargas-Villarreal, Benita D. Matdeardenas. Francisco Gonzdlez-Salazar, Héctor G. Lozano-Garza,
Elva |. Cortes-Gutierrez, Rebeca Palacios-Corona, Herminia G. Martinez-Rodriguez’, Enrique Ramirez-Bont, and

Salvador Said-Fernandezt

Divisin de Bwlogia Celular y Mdlecular, Centra de Invesugackin Biomddica del Noreste, Insilula Mexicano del Seguro Social, Adminisicacian
e Cerreos No. 4. Apariado Postal 02U €, Cotonia Indepe-denca. Manitercgy, GP 64720, Nusva Ledn, MEXiCo 9-mMialt: ssad@mail. miy.Aesm.mx

.AESTRAC\'f Trichomonad total extracts (TTE). or vesicalar (P30) and soluble (S3]) subcellulur fractions twom 3 pathogenic
Trichomeanas vaginalis steains (GT-3, GTe13, and GT-15), Ivaed tath human and Sprague—Dawley rat ecythrocytes in a tiuwe- and
dose-dependent maancr. The eatire beanolytic activiey ol TTE was locuted in P30 showing 2 peaks of maxianam activity, an¢

at pH 6.0 and anacher at pil 8.0, in the preseace of | bl Ca™

. Hemolytic activity on rat erylthrocytes was greater at ptl 6.0

{6.7) = 0.33 hemolyuc umis [HUmig/hre w LLAF 2 024 (IU/mefhy) than av pH 8.0 (3.31 £ V.30 HU/mztir to §.75 £ 0.65
HU/mhr), and it was greater (han that on huniza ted Dlod cells at pH 6.0 (2.67 £ 0.19 HU/mg/r to 4.08 = 0.15 HuUnng/r)
or pH 8.0 (2.24 = 0.09 HWmgr 10 2.81 = 066 HUAugAw). The alkaline and 2idic hemolytic activity diminished (60-93%
at pH 6.0 and 78-93% at pH 8.0) by the eftfec: al 30 pM Roscuthal's inhibitor which also ighibited 27—23% und 29-53%

wichamonad alkaline and acidic phusphiolipase A activitices

. reapectively. Vesicles. vacuoles, and hydrogenosawmes were rich in

PX. Trichomonas vaginalis has a hemolytic PLA, wlich vould be invalved in is cytopathugenic mechanism.

‘Tnchomoniasis affects 12% of men and 16F of women
worldwide. Iv is cavsed by sexually transmitted Trichomms
vaginulis and can cither run an asymplomatic course or be uwin-
ifest as vaginis, urethritis, or both, This parasitic Jdiseaxe s
been -uggested as a Factor in incrasing the prabuatiliy ot Jo-
velor g cervical negplasia (Zlung wnd Begg, (-4 il G-
vonng (he progression of human immunodciiciewy viras
(Krvevac, 1992). It has also been associated with intrutenag

- growth retardation (Germain ct al.. 1994) and male inteaitioy

(Mouskuwitz and Melliager, 1992).

. Trichomouas vaginalis has the ability 1o destroy (v it
monolayers of epithelial cells isolated from human saginal wmu-
cosae. Phagocytosis (Rendon-Maldonado et al., 19981 cytolyas
(Gilbzrt et al . 2000), hemolysis (De Carli et al.. 1996), and
mammalian cell monolayer disruption (Gonzidlez-Robles ot al.,
1995: Gilbers ¢ al., 2000) are important components ol trichy-

monad cytopathogenicity, wiiich is closely rclated w vimlonge

ul these (De Corli et al.. 1994, 1996; Nagag et al.. 2000 il

other parasitic protozoa. i.c.. Entawoeba histolvi (l\.nmn

1988 . Tryponusoma cruzl (Wainszelbaum et al.. Ziabll, A,

thanx eha casrclienu (Ferrante, 19Y1), Nacgleria fuwlon \qu-

baur :nd Marciano-Cabral, 2001). snd Plasmodiresn fvay (1o

rez < al., 1993)

As in the case of £, hisrolytico (Ravdin, 198 . (violvis
praduied by trichomonad depends an parasite contaot wal -
get cels 1Gilhert et al.. 20000 Nonwithsianding, e wawisore

have t-wated vt that 7. vaginalis and T. toetns alse oo oap. sle
of relsa<ing soluble cyrelysins and hoemolvsias (B2

1990 Fivri e al.. 1996,

Facirs relaed 10 cytopathogenmcuy ol Toovegdnge. -
teache: -

omh spevies are surbiwe ghocoproteinn, s sl
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parasite ndherence to target cells (Alderete et al., LY86). neur-
azminidase (Dias Filho et al., 1999) and prateinases that con-
tabute to detaching tissues and cultured monolayers (Amroyo
and Alderete, 1995; Alvarez-Sinchez et al., 2000), and pore-
farming proteins (Fiori et al., 1996) that lyse erythrocytes and
nucleated cells.

Phosphulipases A (PLA) have not yet been identified as vir-
ulence factors m pathogenic inchomounad species. even atter
these enzymes have been idencified as significant vitulence fuc-
tors i1n ather parasitic protozoa such as £ fistolynca (Long-
Krug et al., 1983; Varpas-Villarreal et al.. 1995; Gonz4lez-Gar-
za et al., 2000). T. cruz (Wainszelbaum et al., 2001), and &,
Jowleri (Barbour and Marciano-Cabgal. 2001), and as the main
cytolysiny of imsect, arachnid. and reprile venows (Denwus,
1983).

Most 7. vagiualis cytopathogenic factars have been deter |
by using in vitro moxdels in which living trichamoanads ar speit
culture medium were coincubated with target cells. Neverih:
less. the effects of incubation time. doze. pH. and ion conven
tration have ofiea been disregarded. knvwing that some of these
chemiral and physicgchemical tactors are usually esseaiial in
identifying and churacterizing enzymatic activities related wev-
topathogenicily, t.e.. proteinases (Rave:a. 1988; Bozner and
Demes, 19911 sud phospliolipases (Dzonis. 1983). Moreaver.
pore-tormmyg prowias (Fior €t al., 1991 and leclins are also
dependent on ~ome ol these tuctors  Qaldstein and Gillin,
19561, This could expluin why ~ome (B -eess et al 1990: Pin-
dak <t al.. 1992, Fiari el al. 199G) but - ot (Hruley o al..
19900 D¢ Curli ¢ ul. 1Y) reseaechers = 2ve been ible w detedt
the cliccts v weoubile hemolvams and s phospholipines by
et vt been idautied us wichomonad Sealyie o evictung
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Accordingly, in the present study we investigatod whethes T
vaginalis cell-{ree total extracts from 3 pathogenic strains (GT-
3. GT-13, and GT-15) have hemolylic activity and also deter-
mined the sebcellular distribution of this activity and identified
scveral physicochemical factors that allow its maximum ex-
pression. In addition, we investigated i€ this activity depends
on PLA acuvity and analyeed the ultramicroscogic structure of
the trichomonad subcellular fraction Lhat contained the com-
plete hemalyte activity of these purasites.

MATERIALS /AND METHODS

Parasites

Trichomonas vaginalis (GT-3, GT-11. and GT-15 strains) werc used
in all ghe expenments, except in thase conceming In analysis of the
vitrastructure of 830, pH, and Ca*" dependence of P10's hemaolytic ac-
livity. whevz only GT-(3 was used. All 3 trichomonad sirains wers
kindly donaied o us by Dr. Femando Anaya-Velizquez, from the In-
stwco de Biotayia Experimenial, Faculad de Quimica, Universidad de
Guanajuato, México. These strains were isolated in Guanjugio State,
México. (rom vaginal secretions of patients having sywptonaic tricho-
moniasis (Fadilla-Vaca and Anuya- Veldzquez, 1997). lmmediatcly on
arrival 3t out laboratory, the trichomonads were placed in PEHFS me-
dium (Castro-Garza et al.. 1995; Mata Cirdenas et al., 1998) and sub-
cultivated twice 2 week, for 2 mo, thraughout the experiments or cryo-
preserved uncil use to avoid changes in their grginal biological prop-
arues. 35 descnbed below. 1

Cultivation methods

Preparation of PEHPS medium: The medium comparnencs were com-
bined (175 ml bovine liver and bovine apd awine pancrezs excract [Said-
Femindez ct al., 1988], 5.0 g cascig $eptonz., 3.0 g glucose. 05 g L-
cysteine. 0.1 g ascorbic acid, 0.2 3 NaCl. 0.3 g KH,PO,. and 0.5 g
K;HPQ. ). resuspended with double-distilled water, the gl adjusted to
1.4, and the volume brought up (o 300 rail. This medium was distrbuted
in 10-md aliquots in 16~ X [25-mm screw capped barosilicule culture
wbes and sterilized at 121 C for |5 min; (| ml sterile bovine secum was
added to gach tube. The medium was ysed immediacely (Said- Ferndndez
e al.. 1988)

Trichamnonad subcuitivarion: Three wbes camaining 10 inl PEHPS
plus 10% (v/v) bovine serum aad Diamand's vitamin-Tween 80 i sture
(Diamond ¢t al.. 1978) were inoculated with | X 10 tichomenads/ml
and incubated at 36.5 T for 96 hr. Each tube was obscrved with an
wverted nucrgscope, and the one contiining protozga wath the highest
denstty and mobility was ¢o0led i we water 1or 10 wun. The numbec
of trichomonads per milliliter was then detecquined with a heinaes tIR-
<ter. The wrichomanads were inoculated, as abate, into 3 (ubess comain-
ing fresh culire medium. This procedure was repedied systentuically
every 96 hr W naintain the elerene smin (Custro-Gurza <l 1996;
Mata-Clrdenas et al . 1998,

Meass  alarex: To pecfortin cach experiment. X spinner flasks (Belleo
Glaxs Ine - Vinelnd. New Joesey 1 vontming 600 mi PEFIPS: supple-
neanted wih 10 (v/v) Baawine senam i Damond 5 vitwnnn - [ween
S g seee (Diimianad @t al L 197810 wore magulated with U X 00 sl
monads nl sl incutuged ety an 3003 C e Ye hie 1w culiwes were
Shilled tnowe water Por 1O i aid cemi foged i (A ¢ G 1S i
A T Pratezaa were washicd wice wilh 10 valunes of privosphue-
PulTered dine LPBN: pid T aad processed intnaediarely atien obuim-
mye b T o el cauakes AT o e subccltulan s

Cryoprescrvation

lodhie onads 10 1 oy laeantdwmaally wae e L cene
inheyod Ok = toa 13 g ar 86 el rospsgreegted wogs! =yl ol
Tuofe e oy sileade £ vy e toesh EY S 38 v e geonad et
sl T hpanatiens wets rwn s 2ol qeyassaals (e s el
§ainghar SEOTomes dlisscre bepr ot 3605 € fan I3 s atnd e
a2 C e 2 e el @l T e 3l mory Belone Bt aal
e T aragenr Do covee vl contaanineg Frozen vk oas weie
gl St hoteac R Cnnnedinely belore wse e imoptee

amies o cacle vl were i ulated gt bey oy LU aal

e — e

PEHPS medium (Szid-Ferndndez e al.,, 1988). Twenty houcs latzx the
trichomonads were reinoculated in fresh PEHPS medivm. The succoes-
sive reinculations were performed every 96 hr

Ubtaining TTE and subcelluvlar fractions

The hemalytic activities af TTE, 530, and P30 wers assayed at var.
ious pH values {5.0-9.5) or solcly at pH 6.0 and pH 8 0. as described.
Differeny batches of TTE. S30. or P30, having onc ol the aloremea-
toned pH valucs, were prepared as follows. A pellet of freshly btaisied
trichomonads was washed. resuspended, (vactionated, and diluted with
Mank's balanced salt solutioa (BSS; 0.7 mM CaCl,, 3.5 mM glucase,
120 mM NaCl, 5.3 mM KCI, 1.7 mM MgS0,, | mM Trzma base). The
PH was brought to the desired value by addition of appropriace con-
centrations of sodium acetate-acetic acid (pH 5.5, 60, and 6.5) or Tdz-
ma Lase (pH 7.0-9.5). A freshly atxained pelict of tichomonads was
washed once with 10 voluntes PBS and centrifuged at |.000 g foc LS
min at 4+ C. The pellet was resuspended with 1 volume BSS and (e
trichomonads disrupted with a nwtor-driven Elvehiem Potter Teflon/
glass homogenizer (Yarleit et al., 1993). Three milliliters of TTE were
saved, divided into 0.5-ml aliquols, and stored in liquid nitrogen undl
required. The remaining TTE was centrifuged at 30,000 g for 15 min
at 4 C. The resultant supernatamt (530) was stored until use The pellec
(P30) way resuspended with | volumie BSS. distabuied in 200-ul ali-
quats, and stored at —70 C. [mmediately before the start of each ex-
perimear, a safficient mumber of TTE, P30, and S$30 aliquots were
thawed at room temperature and diluted with BSS to adjusk the protein
concenuation 10 1-16 mg/ml, according 10 each experiient design (see
below).

Hemolysis assays

Hemolysis assays were pecformed by adapting experimental condi-
dons 10 1 method described previously 1o onalyze the hemolviic actvity
of E hisialytica subeellular fraciions (Said-Femidnder and Lapez-Re-
villz, 1982). Erythrocyte suspensions with gredeterined pH values and
Ca’ concentration were used accaiding to thie design of each experi-
ment. Twenty-five microliters of huaan (group QO Rh 4, from a licalthy
donor) ar Sprague-Dawley rat eryvthrocyle suspensions, preadjusted at
300 mOsm/kg and to an optlical deasity @f 0.8 at 415 rn, were placed
into |.5-mi-capacity palypropylene centrifuge tubes (Sigma) and mixed
with 235 pl of TTE, 530, or P3Q. In iddition. 3 1ubes weys (reated with
235 pl double-distilled water or 25 ul BSS instead of the wichomanad
extracs. which were used as 100% mud 0% hemolysis contraly, respec-
tively. The hewalysis mixtures weic incubated at 36.5 C far various
perivds of time (see below). Subsequently. | ml PBS was added and
the cultures cenrifuged at 600 g for 5 nun at 4 C, The absorbance &t
415 nm tA,5) was measured with a spectrophotometer (PMQ) 1L, model
MM, £eivs, Uberkochen, Germaay). The percentage af hemolysis
each tube was derermined by applyiny the following cquution: % He =
(ExHR -~ SHRi«MHR — SHR) x 11, where % He is the hemolysis
percenteye. EXHR the experinental henwglobin release. SHR the spon-
taveous temoglobin releine (i misiuies with added BSS instead of
Lichumored eaaracts). angd MHR the mavaouoe hemoglobin release {in
mixtures treited with daublo-distillcd water instead of wcichomonad
preparctans). One bemolvie v (HUDY was defined as the dmount of
protein -reom TTL. ar any of the subvellulae tractiom, rueed to pro-
duee F 0% hermody sis (HDG m e atomene imteaned  assay nuxiunes,
These ot wWere anterohted o (he 1o edtin e dase-resrine Curtes,
The spzailic ool setnaty ol the iclomeniad prepacation was ex-
(ressed & e drcwnt of 1 per avlGgraot of prodent toe 1 e ingu-
laiom = 3603 C AU g

Effects ot extract dose. iacubation imes Ca?* concentration, pH.
and Rcsanthal's inhibitor on the hamolytic aclivity of
lrichomonad cxtracts

Al clesy o smeianons e e olfoswong the eimals as
metlun sovinse v descned sl e eeltewine eaceptons Hhe eliedt
ol phs e e watle Tl sis ggines contaunny ot vrahe

vOey e o 1V L dose eyenadent o YO0 e of protenn The leimaly e
A - corann 1z LM C0T wee vhabated tor 2 e st 3 Cosoh
Aosenwes b ] e vagimie franie Y s e sl S The 07 ekt was
il s e el s onaoes contannny il e vthinstes 200 pae at
P30 o oot (0 33 N €00 The gss s were el nue at el
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pH 6.0 and pH 8.0. The incubatian times were | and 2 hr. respectively.
To determine the effects of incubation time and dose—wcsponse cucves,
hemolysis mixtures cortaining rat or human crythirocytcs and | mM
Cal* were used. The temporal relationship of hemaolytic activily was
determimed by using 25 ul of P30 (having 200 pg proteins), TTE, or
$30 (coaraining 400 pg proteins). These assays were carried out a1 both
pH 80 and pH 60. Duse—respunye curves were used w calculate the
specific hemnolytic of tictimonad preparations. These were determined
by testing a scries of TTE, 5§30, or P30 doscs (having 0400 ug pro-
tein). Hecmolysis miawres were incubated For eoough time (a oblain at
least BO% hemalysis or for 5 lw maximum, i.e., TTE and 510 hemnclysis
mixtures were incubated for 5 hr, P30 with rac erythrocytes for 2 i at
pH 8.0 and | hr at pH 6.0 and with human erythwocytes €or 5 hr at pH
8.0 and 25 he at pH 6.0.

To analyze the ctfect of a PLA inhibitor on hemalytic activity, P30
semples containing 200 ug protein were mixed with various doses (0—
%0 uM) of Rasenthal’s inhibitor (dimethyl-LDL-2,3-distearoyloxypropyl-
2'-hydroxyethylanunoniun; Sigma), The mlixtures were incubated for
30 wdn at 36.5 C, and inumediacely afterward 25 uf of a 2% (v/v) rat
er ythrocyte suspension (pH 6.0 or 8.0) was added. Each hemalysis prep-
aration was mixed thooughly with a vartex and incubated again for 1
tr (pH 6.0 preparadons) or 2 b (pH 8.0 prepaations) at 36.5 C.

Phospholipasa A assays

These assays were pecformed as described previously (Vacgas-Villar-
ceal et al | 1995), with munor wsodifications. In 1 5-ml cone-bottant bo-
rosilicate vials (Bellco Glass) were mized 1.0 nel of 100 mM sodium
ucetate—acetic acid (pH G.0) o1 100 iM of Trizma base (pH 8.0). 2 mM
Ca*, 0.2% Triton X-100, ¢.27 M phosphatidylchaline, and 4 uCi of
1.2-dipalimutoyl-sn-glysero-3-phosphoryl-(choline-methyl-’Hj-chaline
per milliliter (|*H-choline]-PC: 60 Cummol; New England Nuclear
Boston, Massachuseus). Thie mixturss were sonicated with an Ultratp
Labsoniec System (Lab-Line [nswument Tnc., Meklrose Park, [llinois),
which was operated ar 40 W for 60 sec. The resultant emulsion was
divided iato 0 5-mi sliyaots in vials and stored 1t =70 C unfil yequired.

The assays werc performed in 15- X 15-mm borosilicate test tubes,
in which 10 u] of 1 of the above-descnbed subsurate mixturcs was
added, and mixed with 10 pl ot the P30V of G1-3, GT-13, or GT-15
suspension containing 200 mg of total protein, Aftes L be (PH 6.0) or 2
hr (pH 8.0) of incubation at 36.5 C in 2 water bath, piospholipid hy-
drolysis was stopped by addinan of 25 yl of | mg egg yolk lysuphos-
pbaudylcholine (LPCYml and 0.75 mg egg yolk phospliatidylchaline
(PCYml 1 5% taachloroacetic acid in a-butanol @ bring the mixture to
a final volumc of 45 ul.

The radioacuvity in PC and LEC from the assay was determined and
separatad by thin-layer chromatography as follows. On 20 X 20-cm
silica-gzel plates (0.25-mm thickness, 80-mesh; Merck, Darmstadt, Ger-
many) was poured. drop by drap. 45 pl of the above-described mixture,
at the onigin of the chroimatogivimis The plates were placed intw 3 thia-
layer chromotograph (TLC)—Jeveloping tank with a solvemt syswrm of
chlorolorm—methanol-acetic wcid-watee (140:40:16:8, v/v/v/y) Lipid
spots were developed by expa~mz the TL.C plates o iodine vapor (Skip-
sky and Barclay, 1969).

Identitication of PC and LI'C wis performed by comparing the ap-
peurance and relative migeaiun coefficients (RE: PC. 0.43 and LPC,
0.185) o7 spots fram experimental smnples with those of the conespond-
ing standards (Sigmal. The lipd spals fram cach lane (develaped with
wdine sapor) were seraped. i refeased material put into vials con-
winin2 & ml of sconulingeon lviid (hide grudable counung scintilignt,
Angrsherm Coprocstion Artear Moging, linais), aad its midigactivity

‘xl‘:lcrmired by o 3233 Tr.Cuor Ligqurel seoniliation spectrameter (Pack -
srponated. owners Grove, (Hinein),
sbied sanree (MR assehly s anad
Iy vnguenchied ssanples Specibe 1°1A
aliwee] by dehinag grbiteacily | unw of
' ol T wmel of U clioting] PC/ae pro

avk Bnsmunment Cornpany. 1
aippe s walde au sl
revadgustad il oo e el
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PLA (PLAU)Y an the lindealy~
windlir

Ettect of Rosenthal’s inhibitar on wichomonads PLA activity
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solved in 0.020 ml of 100 mM sodivm acetate—acetic aid (pll 6.0) or
100 mM of Trizma base buffcr (pH 8.0), | miM Ca?*, and 19 (‘% Triton
X-190 wevre added. Each preparation was mixed thoroughly with a var-
tex 2nd incubated again for 1 hr (pH 60 prepacations) ar 2 I (f1 KO
preparations) at 36.5 €. The hydrolysis products ([H[1#] weee sop-
arated by thin-layer dhromatugraphy and quantifics as dosrilwed alwive.

Protein determination

Prutcin couventration was deternined sccurding i [ouny of al
(1951).

Electron microscopy

A P30 ample (200 pl) was fixed with 1 volume “f 5% vy plutar
aldehyde tor | hr a2 36.5 C and <centrifuged at 310 & (or S nuw i 4 €2
The peliet was washed (wice with 0.1 M ¢acodilate bufler (pl1 / 4 and
resuspended in L% (wiv) osmium tetraoxide, The sunple wir. dehiy-
dratedd with a seriey of ethanal concentravons (G0 -8 J aeiel ¢ ol w-efrbesl
with Epon Epoxic Resin (Peclico, Redding, Califtirmiag. The her tyesn
sucrographs were obtained with a Carl Zeiss EM- 107 eletiaw anieras
soops (Zeiss).

Statistical analysis

All results are the average and standard emor (SE) of 3 «rprouracnlts,
each performed in Wiplicate. Where indicated, (he associanse Lot vasen
dosc—response hemolysis and PLA curves was Culculated i qange Ihe
2-tziled lineal correlation simple methad  with the ik of the el
Package for Social Science (SPSS for Windows, Samlasd Vor jan 11.0)),
with 95% confidence, In addition. the means af W02, - cwuer) fig
triplicatey i Gl-3, GT-135, and G[-15 were cotnpurcd b o e e -
way anahsis of variance test,

BESULTS

Dependence of P30's hemolylic activity on pH, and Ca%*
coancenltration

Hemwlytic activity of P30 presented 2 jreabs i sazamain
activity as a function of pH, onc & pH 6.0 and the -z at ptf
8.0 (Fig. 1). The difference between hemolysis ab el ot
6.0 and pH 8.0 was highly signifcant with rexe’ o thoat des-
termuned for all other pH values (2 < Q.005), Her -
duced at pH 6.0 and pH 8.0 rose ay a function of
tratjon from 0.5 to [ mM. Higher Ca?* concenteaurs:
both alkaline and acidic hewwolyuc activities (feg. C
ferences between hemolysis produced by P30 comz.:
Ca". al both pH 6.0 and pH 8.0, were highly igrn.!
0.005) with respect tu that produced by P30 pregrar: <.
taimng «ny other Ca?~ concentrauna, except fur the - —-ur s re
assaved 11 pH 8.0 and contained [ 3 mM Ca 1 2%
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Time relationship of hemolytic activity in TTE ar <
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Figure 1. Eifect uf pH o P30 hemolytic activity. The hemolytic

activity of P30 dases cquivalent ta 20Qyug proteins at sevecal pH valucs
wits anulysed usiag i ceythrocytes. The samples were siicubated for 2
hr at 26 5 C Syuwoly carrespondd to the averages * SE ol 3 expeniments
in mplicale. The dilterence between percent hemalysis observed at pH
6.0 and 8.0 was hiznly significant with respect to that detzrnined avall
other pH values (P <. (1.005).
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FIGURE 1. Elfect of Roucothal’s inhibitor on the hemalytic activity

o P30, Teu nncroliters of P from sigins GT-3(0), G'1-13 (@), or GT-
15 (my were inixed with varioys doses of Rosembal's inhibitor and in-
-ubdted at 365 C for 30 min. Immediately afterward, 25 pl of 2% (v/
v ra erythrocytes were added and reincubated at 36,5 C, thosz miscures
with pH{ 6.0 tar 1 hr (ITume A+ and those with pH 8.0} far 2 he (frame
). Each juint corvesponds e the averages * SE of 3 determinationsy
i iplicate The P30 hemolyuie acuvity of GT-13 was mnore susceptible
b et af Rosenthal ™ inhibeoe ac pld 8.0 o ue pHl 6.0 at all
ncentmtivas (2 < (0.35).

8% Masimuam rat red blead cell henolysis toak 1 he ac pH

S8 and 2 ohe o phl 8400 W hercas gk of huotat eryghirocyies
asteel don 25 Bean pll g el 3 e s pbe s (P, 3y S30
wlono detecable ialyee o,

Dose-dependence of TTk and P30 specitic hemalytic
activity e

Hlemoh e prosfuced 1y UEE feony GHE=R CGot EAL wad GT-1S,
s e o ervtlnogstes ae pll @4 and pll 8.0, incrensed
GU% and SUQUGE ey e |-
med 2oy g nbanon ponad, gspectively P30 porluced 8o g
nd 7R-9 5% howalyss on banap erythrovs ios at phl 6.0 and
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TasLe . DifTerendial susceptidility of erythrocyte species and subcellular disgribestion of the specific hermatytic activity of 3 Trichomonas vaginalis

strains.
Specific hemalytic activity® (HU/mgfhr)
Subxeliutar Human Bx
Strain lraction pHl 6.0 pH 8.0 pH 6.4 pt{ 3.0
GT-3 e <0.25 <0.25 <0.23 1.25 * 0.001
1’30 2.67 * Q.19 224 * 0.09 6,71 = 0.33 381 £030
Gl-13 e <0.25 <Q.25 <Q.23 159 = 0.3y
1"30 4.08 = Q.15 274 = 0.13 1081 = 083 575 = 0.65
GT-15 TTE <0.25 <0.25 <0.23 214 * 0.26
rio 3.08 £ 0.00 2381 >+ 0046 1160 = Q24 5.54 * 046

* Averages = Sb from 3 expeciments, i tiglicate, were ploted and the mean hemolytic dose (HD,) interpolated Un¢ hemalytic unit (HU) was defined as | HDy,
which way oquiralont e $0% of henalysis (100% henoiysis was equivelont 0 0.8 £ 005 unil uf optical deasiky a $15 nm). Hemolyaiis haviug values <0.25 HU!
’ mg/hr did uot reach 0% heaealysis. Uthee values were significantty differem from each ~xher (P < 005).

pPH 8.0 after 2.5 and § hr incubation, respectively. In all instanc-
es GT-3 shawed the lowest hemolysis and GT-15 the highest.
Hemolysis produced by TTE did not reach 50%, and $30 had
ao detectable activity.
7Y s L R v Y LN ‘Jable 1 shows that the highest specific hemolytic activity cor-
' 100 / 91 responded o P30 from the GT-15 and GT-13 strains on rat

erythrocvtes at pH 6.0. with sigmificant diffcrences between
each as in the cuse of P30 from GT-3 (P < G.005) under the
60 / 1 same experimental canditions. The specific hcmolytic activity
40 / 1 /{L o | of the 3-strain P30 prepasations on rat erytheocytes at pH 6.0

- was |.6-2.0 times higher than that at pH 8.0 (P < {105) and
-1 2.5-3 and 34 times higher than the activity showed by this
same preparatian at pH 6.0 and pH 8.0 on human erythrocytes,
respectively (P < 0.03),

® 3
o 0Q
T

4 hemolytic activities

/'/. 7| Effect of Rasenthal’s inhibitor 8n alkaline and acidic

Figure 4 shaws Lhat the hemolytic activity of P30 assayed at
pH 6.0 and pH 8.0 dimjmished as a fumtion of Rusenthal’s
infabitor. Under both expenmental conditions. and in all the 3-

+ trichomaonad strains, 2 slopes were observed, one from 3 w 20
@ 1 M and aeother (rom 20 to 830 uM. The P30 hemolytic acuvity
/ of GT-13 was inmore susceptible 10 the effect of Rasenthal’s in-

u hibitor at pH 8.0 than ac pH 6.0 at all concentcations (P < 0.05).
/ 4 The dose of Rosenthal’s inhibitor that produced S0% diminution
u at pH 6.0 und . pH 8.0 with respect ta the vntreated cunuwols
(D + was 177 pM i all 3 struins at pH 8.0. and at pH 6.0 it
4 was i§3pM. 106 pM. und 556 M in GT-3. GT- 13, and GT-
1 3 respectively.
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TABLE Il. Inhibitiost of enchomonads specific PLA activity by Rasea-

thal's inhibitor.

PLA specific activity (PLAWS MgMic)*

Added with
Unwreated controls Rosenthal's inhihitar
Strain Acidict Alkalinct Acidict Alkalinet
GT-3 215 * a4y 166 + 2 (57 = 30% 18 = ey
GT-13 235 240§ 174 * 42| 152 = 259 90 * af
GT-15 244 * 40 237 + 4 134 = 24 109 = N9

* P30 prepasuons. having X0 pg of proteia, were tcuwbated (or | Ir at pH &9
ar Tor 2 hr 2t pH B.0 yn the prasence or sdsence of 80 M Rosenthal s inhitatat.
Specific PLA aciivity wa eypressaed a1 Units of PLA (PLAu) per inilligrum ol
proein far | hr incubation & 36.5 C. Daw comespord 10 averages = SE of J
eaperiments in wiplicate.

+ Assayed a1 plf 6.0,

$ Assayed st pH 8.0,

&2 <0005 with mypest w e acidic specific activity of GT-15.

I P < U wilh respect (0 Qe Alkaline sperifi¢ acuvity of GT-13,

&P = Q.11 with tespect o the avidic specific actvity of GT-13.

P < U.005 with rezpecs 10 the specifc activity of greparations from the corre-
spondent saain that were ax added with Rasenthal’s icdiibilorn

Ultramicroscopic appearance of P30

When observed by wcausmission elecaou micruscopy, P30
exhibited hydrogenosomes, which are characteristic for this
species, in addidon 1o vesicles und vaguoles.

DISCUSSION

In this study we have shawn that hemakytic activity in rat
and human erythrocyvies TTE and P30 was time and dose de-
pendent at pH 6.0 and pH 8.0, Rat blood ceils were significantly
mure susceptible W bemolysis dian were hunan erythrocytes.

The strikingly lower specific hemolytic activity of I TE than
thiat of P30 at buth pH values sugyests what TTE possesses
strong inthibitors and that both the alkaline and the acidic PLA-
tiemolysins of these parasites require acuvation. [n our swedy
this activation could bave occurred duning acquisition of P30,
as it did with the hemolytic activity of E. histolyrica (Said-
Ferndndez and Ldpez-Revilla, 1982).

All wichomonad hamolytic activity was localized in P30,
which is vich ia membranes, hydrogenosomes, vesicles, and
vacuales. This result strongly suggests thaz crichomanad he-
malyoc factors are zasocialed with the plasme wembrane oc
vesicles wmasmuch a: hydrogenagsomes and vacusles huve no
hemolytiv nctivity, as rar ay we know. Thus. heaalysiuy con-
tained in P30 could sontribute to contact-de pendent cytolysis,
as has boen proposed previously (Gilbert ¢o ozl 2(600)

Memalsue agtivity & 7. weetnadiy was dep=sndent an pH. All
3 serains rested (n this swdy showed 2 peaks of maxinum he-
welyue activity. e = pH 6 O and the ather at plf 8.0, This
indicittes that wrichor vuwls bove both dend L and alkalme e
molysins PAHram GT-3. G T and GT-13 have batheadhaloe
and acndwe PLA ey nese causing the heni dyie wlicet o be
Fastes andd stronger at =81 6.0 thaa at pUE 800 Do addmon. trechia.
mamd hemolytic aces oy showed a vlear denendenee an Ca?s,

PLLA cngymes showig strong hiemolytue acuvity luve boen
idenutied and haractsized nodiverse parasiae pratorsan, These
vngyties along wity T vagfuedin bemalytic sctivuy slune ther

dependence on Cof 2ad pll (Opperdoes wad VinRoy, 1982,

Dennis, 1983; Said-Fernindez and Lopez-Revilla, 1988; Pair-
riez et al., [995; Vargas-Villamreal et al., 1994, 1998). Tricho-
monad PLA activity assayed at the same pH values (6.0 and
8.0) in the presence of | mM Ca?* 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-
13 (¥ < 0.05). GT-3 is also less cytopathogeaic than GT-13
and GT-15 (Gunzilez-Robles et al., 1995). By analyziug de
assaciation of the specific acidic hemalytic activity with the
specific acidic PLA activity and that of the specific alkaline
temolytic activity with the specific alkaline PLA activity of GT-
3. GT-13, and GT-15, we found very high positive cocrelation
coefficients (» = 0.99 in both cases). Thus, alkaline and acidic
hemolytic activities and alkuline and acidic PLA acuvities in T
vagiralis are statistically related ¢o each other and to the ¢y-
wpathogenicity of thiy species.

We also analyzed the effect of Rosenthal’s inhibitor on boch
specific hemolydc and specific PLA. acuvities. In all che 3-strain
preparations, and at both pH 6.0 and pH $.0. PLA and hemwo-
[ytic activities were blocked by Rosenthal’s inhibitor. Neverthe-
less, under the same cxperimental conditions, PLA activity was
lzss inhibited than the hemoiytic effect. Rasenthal’s inhibitor is
an analop of phosphatidylcholine, a natural substrate of phos-
pholipase enzymes (Roseathal and Geyer, 1960), and is hughly
specific tor PLA enzymes (Vargas-Villarreal cv al., 1991). In
qur expencnce, Rosenthal's inhibitor is strikingly less hemalytic
than anather well-known PLA inhtbitor, 1-11-carbaxyundecyl-
2-hexadecyl-L-1-glicerg-3-phosphatidylchaline {Roch and Say-
der. 1975). This strongly suggests that hemolytic activiry is at
lezsu partially due to PLA enzymes. As noted above, Rasen-
thal’s tububitor produced = lower inkibition oo PLA activity than
that observed in heraolytic activitya This could be due to the
fact that phospholipases are not direct cytolysins. bn the ficst
steg of their hemolysis mechanism, phospholipases lydrolyze
pliospholipids from the cell surface, but hemalysis does not
oveur uatl a sufhcient quantity of frce taity acids and phos-
pholysoderivates (phospholipid hydralysis products) have ac-
curmulatex]. These PLA products act as detergents an the cell
membrane and stimulate and poreutate PLA acavity. Thus, the
hemolytic effect of these cnzymies is due, in fact. 1o the tnple
gvtien of PLA activity and its 2 detergent products (Dennis,
1933). and blacking the enzyme inhibits the production of all
3 hemolysins. We postalate that the 27-54% iahibitton of PLA
acuvity. shown as the effect of Rosenthal’s intibitor, was
envuzh 10 stop a critical guantily ol Iree faey aeids and phos-
phulysaderivatives from being accumuhaed. therehy hlocking
the henmwlyvtic effeet of PLA enzymes

We dad not observe JOGy hemolysis inliubinon under any
apennmenial condition. This resudt could e Jue wo che pigsence
aiaather emalysing warking under the sutne evpwerimentil co-
dosinis s s used o1 s sty on tacehe tove than Boserbial s
weattor v ol TR eltectne e ovkioe v vl LA
T
e tvnuning bamolyue activiy e o honnogiad . poapara-
oo carakwnh Rosenthal's mlibaoe s hoadly aumduahle to
e oo pore-formins peercins deserbed by B el
v o) as deng as Fion ad Tes calleagues obiserved the

(S

v emolylic aetivity of porg tanminy praieim sl pl | 5.6,
Wy poder o assay conditions, the nwavanau benalyuce
WA osawred ol pE G0 aind pll SO0 Norean S oo siudy



the trichomonad hemolytic actvity assayed at pH 5.6 was 75%
lower than that at pH 6.0, and at pH 4.0 the hemolysis produced
by the pore-forming protein was mull. On the yther hand, the
cffect of the pore-forming protein does oot depend on Ca?®, as
was seen in bemolytic and PLA activities.

We conclude that T, vaginalis alkaline and acidic hemolytic
aclivities depend, at keast partly, on alkaline and acidic PLA,
respectively, Alkaline and acidic PLA need to be isolated and
further characterized to investigate whether these enzymes are
relcvant in the ¢ytolytic mechamism of moclerted cells, partic-
ularly ceils from vaginal mucosa. These PLA pore-forming pro-
tcins and perhaps other hemolysing could make up a cytolytic
mechunism invulved in the virulence of this species, as it dves
in several other parasitic protozoa.
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