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I. RESUMEN.

Entamoeba histolytica es el protozoario pardsito responsable
de la amibiasis. Esta enfermedad tiene diversas manifestaciones
gque incluyen infecciones asintomaticas e infe;ciones clinicas comc
disenteria, diarrea, lesiones intestinales e invasiones extrain-
testinales, de las cuales las hepdticas son las mds frecuentes.
Los casos en etapas avanzadas de la enfermedad que ne han recibide
una atencién adecuada, pueden ser causa de muerte.

Parte fundamental en el proceso patogénico por el cual E.
histolytica produce las lesiones en los tejidos, es la actividad
litica sabre las células del hospedero. Esta actividad ha sido
detectada tantc en trofozoltos vivos como en extractos libres de
células, utilizando como blanco eritrocitos de diversas especies
de mamiferos, tejidos aislados de animales de experimentacidn o
diferentes lineas celulares en cultivo. Como factores responsa-
bles de esta actividad han sido implicadas principalmente dos mo-
léculas: una fosfolipasa A, dependiente de calcio y la amebaporo.

Los efectos de la actividad citolitica que se caracteriza
aqui son inmediatos y fueron detectados usando como blanco células
CHO. Se manifiestan produciendo protusiones en la membrana celu-
lar, vacuolizacidn e hinchaniento de las células. Estos efectos
son claramente visibles al microscopic de luz a los 8 min de
incubacién. Las lesiones se circunscriben a zonas delimitadas de
la membrana plasmatica y el efecto es irreversible, pues las

células dafiadas se lisan adn después de lavarlas y reincubarlas en



medio fresco suplementado con 15% de suero de ternera.

Mediante un modelo sencillo, confiable y ampliamente
utilizado, como lo es la determinacidén del nimero celular y la
viabilidad en cultivos celulares, se ha podido cuantificar 1la
actividad citolitica en extractos amibianos y se ha establecido
que E. histolytica tiene una actividad citolitica dependiente del
potencial de éxido-reduccidén, y que depende especificamente de
grupos —-SH. Esta actividad es la primera de este tipo descrita en
amibas, y es debida a un factor celular amibiano diferente a la
fosfolipasa y a la amebaporo, las cuales son las dos citolisinas
amibianas que han sido purificadas y caracterizadas. La actividad
se encuentra principalmente en la fraccién S30, obtenida después
de una centrifugacién a 30,000 Xg por 15 min. El pH 6ptimo de la
actividad citolitica amibiana dependiente del Eh® es 7.0. Es
termcldbil, pues se inactiva a los 6 min de incubacidn a tempe-
ratura de ebullicidén. La actividad también se pierde al incubar
la fraccidn 830 por 3 h a 36°C. Los ciclos de congelacién-
descongelacién (hasta 3 ciclos) no afectan la actividad.

La actividad ciotlitica amibiana dependiente dé Eh°® se
manififesta en potenciales similares a los existentes en el
intestino grueso, sitio donde generalmente las amibas inician la
invasién a los tejidos. Las lesicones provocadas por esta
actividad son muy semejantes a las descritas por otros autores, en
epitelio intestinal aislado de cobayo infectados experimentalmente

con trofozoitos vivos. Por estas razanes es posible que el factor



responsable de la actividad citolitica dependiente de Eh°, tenga

un papel importante en las fases iniciales de la invasidn amibiana

en el intestino.

Ademas con la caracterizacién llevada a cabo, ahora es
posible purificar el factor responsable, secuenciarlo y efectuar
su clonacién en un banco de DNA, para después analizar su
contribucién especifica en el mecanismo patogénico de 1la

amibiasis.



II. INTRODUCCION.

Entamoeba histolytica es el protozoario parasito responsable
de la amibiasis (1); Esta enfermedad es un grave problema de
salud publica, pues se estima gque la padece el 10% de la poblacidn
mundial. Ademds ocupa el tercer lugar como causante de nuertes
producidas por parisitos, solamente superada por la malaria y la
esquistosiomiasis (2).

La infeccidn se produce cuandc se ingieren quistes del
parasito en alimentos o agqua contaminada con materia fecal humana.
Estas formas resistentes liberan trofozoiteos cuando llegan al
intestino y se digiere la pared celular. Los trofozoitos pueden
vivir como comensales o pueden invadir la mucosa intestinal y
causar disenteria. A partir del intestino las amibas son capaces
de diseminarse a cualquier otro érganc, principalmente al higado
(3,4). La razdén por la cual las amibas son capaces 0 no de
invadir tejidos no estd muy clara, aunque las mis recientes
evidencias apuntan hacia la idea de que ‘existen dos tipos de cepas
de E. histolytica, un tipg patégenc y otro no patédgeno. Pero
hasta ahora no se ha demostrado concluyentemente la existencia de
los dos tipos de cepas.

Las isoenzimas del metabolismo de carbohidratos, de cepas
aisladas de sujetos con amibiasis invasiva intestinal o de absceso
hepatico amibiano y consideradas como patogénicas, tienen ciertos
patrones electroforéticos caracteristicos. A estes patrones se

les conoce como zimodemos. En tanto las cepas aisladas de



portadores asintomaticos y consideradas como cepas na patogénicas,
tiene zimodemos también caracteristicos, pero diferentes a los de
las cepas patagénicas (5,6). Sin embargo, se ha encontrado que
cambios experimentales de la flora asociada a las amibas durante
su axenizacidén, pueden convertir un zimodemo no patogénico en uno
patogénica (7,8). Pero estos hallazgos no son sistemdticos y no
pude excluirse la posibilidad que el cambic observado fuera debido
a la seleccidn de una subpoblacidn no detectada (8).

Otras evidencias que refuerzan la idea de dos tipos de cepas,
son las diferencias que se han encontrado entre cepas patogénicas
Y no patogénicas, mediante el usc de anticuerpos monoclonales
(9,10), asi como por pruebas de hibridizacién de DNA (11) y por
andlisis de fragmentos de restriccidén del DNA amibiano (12).

En la amibiasis, la produccidn de lesiones necrdticas se
circunscribe a los sitios invadidos por las amibas (13), la que
indica que la virulencia amiﬁiana depende esencialmente de su
invasividad, propiedad en la que desemperia un papel importante 1la
citdlisis (14,15). Otras actividades biocldgicas de las amibas,
como la fagocitosis (16), la hidrdlisls del moco gue recubre y
protege al intestino (17), la disolucién del cemento celular y de
la colagena (18,19,20), asi como la accidn de otras enzimas no
especificas (22,23) y actividades téxicas (24,25), son también
esenclales en la destruccidn de los tejidoes.

Algunos autores no han chservado citdlisis en productos

amibianos © en.extractos libres de células, pero si la observaron



con trofozaitos activas, por lo que han concluido que la citélisis
mediada por contacto depende de la integridad y actividad de los
trofozoltos. Durante el proceso de citdlisis mediada por
contacto, ocurren tres pasos secuenciales bien caracterizados
(15). Primero ocurre la adherencia de las amibas a las células
blanco mediante receptores de membrana especificos. Se han
descrito varias adhesinas que pueden estar involucradas en el
reconocimiento y adhesidon de las amibas a las células blanco (26-
31) Las dos lectinas de superficie mejor identificadas son una
inhibible por N=-acetil-glucgsamina (28) y otra por galactosa/N-
acetil-galactosamina fao). El segunde paso de la citdlisis
mediada por contacto es la lisis de la cé&lula adherida y por
Gltimo, como tercer paso ocurre la fagocitosis de la célula
lisada.

Nuestro grupo ha podido detectar y caracterizar actividad
hemolitica (32) y citolitica (33,34) en extractos libres de
células, lo cual es indispensable para la identificacidn y
aislamiento de los factores respcnsables de la citélisis. La
actividad hemeolitica se localiza principalmente en la fraccidn
vesicular P30 (35) y esta actividad se incrementa hasta 100 veces
cuando se preincuba 36 h a 36°C (36). En esta misma fraccién fue
donde inicialmente se detectd la actividad citeolitica (33,37).

Existen dos productos amibianos que se consideran como
citolisinas: Una fosfolipasa A,;, dependiente de calcio (38,39,40)

y la proteina formadora de poros o -amebaporo (41,42,43). Las dos



moléculas han sido purificadas a homogeneidad (38,44,45).

La actividad fosfolipdsica se encuentra principalmente en la
misma fraccion amibiana que contiene la mayor actividad hemolitica
(38,46) . Esta compuesta por un s6lo componente protéico, con peso
molecular de 15,000 Da. Tiene un pH éptimo de 8.0 y su punto
isceléctrico es de 7.0. Presenta accidén litica directa sobre
eritrocitos humanocs y células nucleadas de la linea de células de
ovario de hamster chino (CHO). La accidn litica es inhibible con
el innibidor de Rosenthal (un andlogo de la fosfatidilcolina) y
con altas concentraciones de serocalbimina (38). cCuando se incuban
trofozoitos en presencia de inhibidores especificos de
fosfolipasa, la citb6lisis mediada por contacto disminuye (39).

La amebaporo es una proteina que despolariza la membrana de
células blanco (41), asi como membranas lipidicas planares
artificiales (41) y liposomas (44), al inducir un flujo selectivo
de iones (44,45). Se ha logrado purificar a partir del
sobrenadante de 150,000 Xg de lisados de amibas y se encontrd que
existe como un aparente dimero. Se han purificado dos iscoformas
de esta proteina, una con pIl de 6.8 y la otra con pl de 5.3.

Tiene peso molecular de 28-30 KDa en su forma nativa y de 13-15
KDa bajo condicicnes desnaturalizantes o reductoras. El efecto
de formacidén de poros y despolarizacién de membranas ocurre tan
pronto entran en contacto la amebaporo y la membrana blanco, por
lo que se ha relacionado a la amekaporc como un factor importante

en la citdlisis mediada por contacto, la cual ocurre en unos



minutos (43,45,47). Sin embargo, el efecto de la amebaporo es
reversible y aidn pura no es hemolitica para eritrocitos humanos o
de conejo (43). Células blancc, como macrdfagos y linfocitos de
bazo de raton se recuperan después del tratamiento (41). Aungque
otros autores si han observado efectos liticos de la amebaporo
pura (45). Se ha sugerido la oligomerizacidén de protémeros
activos durante la formacién de los poros membranales (47).
Recientemente se purificé a aparente homogeneidad un péptido
amibiano con un pH éptimo de 5.2, que forma poros de 4—-5 KDa, el
cual pudiera ser la forma monomérica de la amebaporo. Ademds se
logrd su secuenciacién y se establecid gque su estructura espacial
es muy parecida a la melitina, un péptido litico del veneno de
abeja y que potencia la accidn de las fosfolipasas (45).

La mayor parte de los conocimientos que se tienen sobre la
bioleogia amibiana se han producido a partir de que se logréd
cultivar axénicamente a E. histolytica, en el medio TPS-1 de
Diamond (48), el cual permite el crecimiento y el subcultivo in
vitro de las amibas por tiempo indefinido, aunque posiblemente en
este medio, o en TYI-S-33, descrito posteriormente (49), las
amibas no se mantienen con todas las caracteristicas bioclégicas
que le confieren su é&xitc como parasito del hombre. Se ha
observada que cepas de E. histolytica subcultivadas axénicamente
por tiempos largos, pierden su virulencia (50,51) y la capacidad
de enguistarse (52,53). La primera propiedad se recupera al

cultivar las amibas en presencia de colesterol (54), haciendo



pasajes seriados In vivo en higadas de hdmsters (55), o cultivando
las amibas con trozos de higado de hémsters (56). E1
enquistamiento no se ha logrado reproducir en cultivos axénicos,
aungque nuestro grupo ha hecho avances importantes en este sentido,
utilizando el medio PEHPS (57,%53). Como las anteriores,
posiblemente otras caracteristicas de las amibas también se
modifican durante el subcultivo. Ademds son pocas las cepas de
amibas que logran axenizarse. La mayorla de ellas se pierden al
intentar separarlas de los microorganismos originalmente asociadas
con ellas en el intestino.

E. histolytica hébita normalmente en el colon. En €l existen
condiciones con un potencial de éxido-reduccidn (Eh°) negativo.
Sin embargc, ya que E. histolytica es un organismo microaerofili-
co, muy adaptable, crece bien alin cuando no se maneje con los
cuidados especiales que requieren los microorganismes anaerdbicos
o microaercfilicos, lo cual simplifica su subcultivo. De esta
manera, los estudios sobre la actividad citolitica y la gran
mayoria de los estudics llevados a cabc con E. histolytica en
condiciones axénicas, se han realizado sin analizar el efecto del
potencial de &xido-reduccidén sobre las actividades amibianas.

Diversos investigadores han enfatizado la importancia del Eh¢
sobre algunas de las actividades bioldgicas de E. histolytica.
Cultivando amibas asociadas a bacterias, se encontré que el mejor
potencial para tener un buen crecimiento y producir el

enquistamiento estd entre =114 a -150 mV (58), por lo gue se
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propuso que la flora bacteriana provee las condiciones adecuadas,
tales como anaerobiosis, pH y otros factores favorables para la
actividad metdbolica de las amibas (59, 60). En este mismo
sentido, se observd que ciertas especies bacterianas contribuyen a
aumentar o a restituir la virulencia amibiana en cultives
monoxénicos (4,50,61,62). En cultivos axénicos se ha resaltado la
importancia de un Eh® bajo, una baja tensidn de oxigeno y el usog
de agentes reductcres en el medio de cultivo para que E.
histolytica inicie el crecimiento a partir de indéculos pequefias
(63-69).

Lamentablemente, adn tenienda esta informacidén, no se ha
estudiado sistem&ticamente un posible mecanismo patogénico
anaerdbico de las amibas en condiciones axénicas. Este punto de
vista es muy interesante porque las amibas inician la invasién en
el intesting grueso donde predomina un ambiente de anaercbiosis.
La posible existencia de actividades téxicas, especificamente de
citolisinas labiles al oxigeno o dependientes del Eh°® en E.
histolytica, coincide con los dafios iniciales provocadas por los
trofozoitos en las células de la mucosa intestinal. Dichas
lesiones celulares se manifiestan como protusiones en la membrana
celular que aumentan de tamafio al pasar el tiempa hasta que la
célula se lisa.

Las lesiones descritas por numerosus investigadores en
drganos aislados o en células en cultive, expuestos al ataque de

trofozoitos integros y activos (70,71,72), son muy Semejantes a
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las encontradas pcr nosotros en células CHO tratadas con extractos
amibianos, libres de trofozaitos (34,37). Este efecto detectado
inicialmente en la fraccidén P30 se produce sobre las células desds
los primeros segundos de contacto. Es decir, el efecto es
inmediato. Ademds este dafia producida en las células por la
actividad presente en los extractos amibianos es localizado e
irreversible, ya gue afecta dreas delimitadas de la membrana
plasmdtica y las células se lisan aln lavidndolas después del
contacto con el extracto amibiano y reincubfndolas en medio fresco
con suero. La potencia de esta actividad estd directamente
relacionada con la virulencia de las cepas (37).

Fué posible detectar y cuantificar la actividad citolitica
amibiana wediante un modelo gque adaptamos basado en el de
Thelestam y MOllby (73). El modelo se basa en la cuantificacién
de la salida de un marcader radiactive de células blanco
premarcadas, por efecto de un agente citolitico. El marcador
utilizado fue &cido 0[14C] amine isagbutirico, un aminodcido no
natural que permite detectar lesiones membranales pequefas y a
corto tiempo (37). Ahora, en este trabajo se adaptd otro método
para cuantificar actividad citolitica, en el cual se cuantifica el
nimero total de células y la viabilidad celular por la exclusién
de un colorante vital, de los cultivos celulares tratados con
respecto a los testigos. Con este modelo se ha podido determinar
que la actividad citolitica amibiana es dependiente del Eh®°,

especificamente de grupos -SH. Se encuentra principalmente en la
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fraccidn S30 y ademds ha sido posible su caracterizacién.

Por las caracteristicas de la actividad se trata de una
citolisina no descrita hasta ahora, diferente de la fosfolipasa y
de la amebaporo y podria ser muy importante en las fases iniciales
de la invasidén amibiana en el intestina,

Por sus caracteristicas fisicoquimicas mas bien se asemeja a
las citolisinas labiles al oxigenc. Estas citolisinas labiles al
oxigeno o activadas por grupos tiocles, canstituyen toda una
familia de citolisinas bacterianas producidas por quince especies
de bacterias de los generos Streptococcus, Bacillus, Clostridium y
Listeria. Estas citolisinas comparten varias caracteristicas en
comn, como la inactivacidn por oxidacidn asi como su reactivacioén
por ciertos agentes reductores. Tambien cruzan inmuncldgicamente
unas con otras. La secuencia aminoacidica de las citolisinas gque
se han logrado secuenciar, es muy semejante. Su punto de unidn en
las membranas es el colesterol y luego se insertan en las
rmembranas formando en ellas estructuras de arco ¢ anillo hasta de
100 mondmeros, produciendo hoycs en la membrana y permitiendo la
salida de macromoléculas de la célula, que llevan a la muerte
celular. En la oligomerizacidm el colestercl ya ne es requerido,
La citolisina de este tipo mejor caracterizada es la
estreptolisina-0 (SLO), la cual es considerada como el prototipo
de este grupo de citolisinas (82-86,90), por ello la utilizamos
comc testigo positivo en varias de los experimentas de este

trabajo.
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considerando todo lo antes expuesto, postulamos para este

trabajo la siguiente hipdtesis:

HIPOTEBIS.
Entampoeba histolytica tiene una actividad citolitica

dependiente del potencial de 6xido-reduccidn.

OBJETIVOS.

1) Analizar el efecto del potencial de dxido=-reduccidn sobre
la actividad citolitica de Entamceba histolytica cultivada
axenicamente.

2) caracterizar la actividad citolitica amibiana dependiente
del potencial de dxido-reduccidn.

3) Establecer las diferencias con otras citolisinas

amibianas.
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SECUENCIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

Para la realizacidon de este trabajo, primero se montd el
método para cuantificar el efecto citolitico de los extractos
amibianos sobre los cultivos celulares de células CHO. E1 cual
consistié en determinar el nGmero total de células y el porcentaje
de viabilidad de los cultivos tratados con respecto a cultivos
testigos no tratados. Postericrmente de haber montado el modelg
de cuenta total y viabilidad celular, se analizaron diferentes
aspectos de la actividad citolitica amibiana, los cuales fueran
los siguientes: a) dependencia del Eh°; b) distribucidén subcelular
de la actividad; c) efecto del pH; d) efecta de la preincubacién
a 36°C y a temperatura de ebullicidén por tiempos variables; e)
efecto de ciclos de congelacién-descongelacién; f) dependencia de

grupos -SH; y g) efecto del Eh° sobre la actividad fosfolipdsica.



ITI. MATERIALES.
A. Material Biologico.

Cultivos amibianos axénicos de E. histolytica cepa HM38. La
cepa fue aislada de un caso de disenteria amibiana en la ciudad de
Méxlico por De la Torre (74) y ha sido mantenida en cultivo en
nuestro laboratoric por 7 afios en medio PEHPS (57).

Linea celular de ovario de hamster chinc (CHO), auxétrofa de
prolina. Es una poblacién clonal, coriginada de la clona BCl, que
obtuvd Martinez-Radriguez (75) a partir de la cepa CCL61 (American
Type Culture Collection, Maryland, USA). Puck et al aislaron la
cepa original en 1958-(76)- Es muy sensible a la actividad
citolitica de extractos amibianos (34,37) y se ha mantenido viable

en nuestro laboratorio por mas de 8 afios en medig McCoy.

B. Preparacion del medio de cultivo McCoy.

Las concentraciones de las soluciones madre se indican con un
namerc seguido de una X que representa su concentracidén respecto a
la solucién de trabajo o solucidn 1X. Las soluciones fueron
elaboradas con agua desicnizada (4.0 MQ desionizador
Synbron/Barstead Co. Div. of sSynbroc Corporation, Boston, MA.,
USA.).

PREPARACION DE MEDIC BASAL McCoy (solucidn de trabajo 1X).

Se disolviercn 12 g de medio en polvo McCoy SA maodificado en

B0O ml de agua desionizada, afiadiendo 2.2 g de NaHCO5 y 10 ml de

la solucidn de antibidticos 100X. El1 pH se ajustd a 7.0 y se

15
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aforé a 1000 ml. La solucién fue esterilizada por filtracién a
través de membranas de nitrocelulosa HAWP, poraos de 0.224
(Millipore Corporation, Bedford, MA., USA), distribuyendo el medio
en volimenes de 85 ml en botellas estériles de borosilicato con
tapoén de rosca. El medio fue incubade por una semana a 36°C para
probar su esterilidad y luego se almacend a 4°C,.
SOLUCION DE ANTIBIOTICOS (100X) -

Penicilina G-s&dica 200,000 U.I. y sulfatoc de estreptomicina
0.5 g. Los componentes se disolvieron en 100 ml de agua
desionizada. La solucidn se esterilizdé por filtracidn y se
almacend a -20°C en aiicuotas de 10 ml en tubos estériles can
tapdn de rosca 16 X 100 mm, Pyrex.
PREPARACION Y AILMACENAMIENTO DEL MEDIO COMPLETO.

El medio McCoy quedo completo al afiadirle asépticamente 15 ml
de suero de ternera a botellas con 85 ml de medio basal (solucidn

de trabajeo 1X); se uso inmediatamente o se almacend a 4°C,

C. Preparacién del medio de cultive PEHPS.
MEDIQ BASAL PEHPS.

Fue desarrollado en nuestro laboratorio (57). La composicién
del medio es la siquiente: extracto de higado de res y pancreas de
res Y de cerdo (EHP) 125 ml; peptona de caseina 5.0 g; glucosa
3.0 g; L-cisteina 0.5 g; &dcido ascdrbico 0.1 g; NaCl 0.2 ¢g; KHyFO,
0.3 g7 K;HPO, 0.5 g. Los componentes se mezclan y se disuelven en

los 125 ml de EHP y se le agregan 300 ml de agua desionizada.
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El pH se ajusta a 7.0 con NaOH 10 N y se afora a 500 ml con agua
desionizada. La osmolaridad se ajusta con NaCl en cada nueve late
de EHP a 300 * 10 mOsm. El medio se distribuyd en alicuotas de 10
ml en tubos para cultivo de 16 X 125 mm, con tapdn de rosca (Pyrex
o Kimax, Mty, N.L. Mex.), o de 350 ml en frascos para cultivo en
suspensién de S00 ml ("spinners“, Bellco Glass Inc. Vineland, NJ,
USA). Se esterilizé el medio en autoclave por 15 minutos a 15 1b
de presidn por pulgada cuadrada con los tapones flojos, que se
apretaron después, estando los recipientes todavia calientes. El
medio se almacend a temperatura anbiente.
MEDIO COMPLETC PEHFPS.

A los tubos con 10 ml de medio basal PEHF se le afiadid
asépticamente 1 ml de suero bhovino descomplementado, o 35 ml a las

spinners con 350 ml de medio.

D. 8S8uarce bovino y suero de tarnera.

El suero se obtuvo de sangre colectada en el rastro de la
ciudad el cual se pasd por una serie de filtros HAWP Millipore de
10 p a 0.22p . Finalmente fue esterilizado por filtracién a
través de membranas HAWP con poros de 0.22 p, distribuyéndolo en
voldmenes de 40 © 100 ml en botellas estériles de borosilicato con
_ tapén de rosca. Después fue descomplementado por calentamiento a
56°C por 30 min. De cada botella se sembrd 1 ml de suero en 10 ml
de medio PEHPS y se incubd por una semana para comprobar su

esterilidad, luege fue almacenado a -20°C.
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E. Composicién y preparacidn de las soluciones.
TRIPSINA AL 2.5%.

Se disolvieron 2.5 g de tripsina 1:250 Difco en 100 ml de
agua desionizada estéril y se agitd suavemente toda la noche a 4°C
con un agitador magnético. La solucién fue filtrada por papel
Whatman No. 1 en un embude Buchner y luego esterilizada por
filtracidn y almacenada a -20°C, en alicutocas de 10 ml.

TRIPSINA AL 0.25%,

Se mezclaron 10 ml de tripsina al 2.5% en un vaso de
precipitado con 0.6 ml de rojo de fenol al 1%, 1 ml de la solucién
de antibidticos (100X) y 90 ml de TD. Enseguida se esterilizé la
solucién por filtracidén y se almacend a -20°C en porciones de
5 ml. Se incubé un tubo de cada lote, elegido al azar, por tres
dias a 36°C para comprobar su esterilidad.

SOLUCION DE ROJO DE FENOL AL 1%.

Se disolvié 1.0 g de colorante en 6 ml de NaOH 1N y se aford
a 100 ml con agua desionizada. La solucidn fue filtrada en papel
Whatman No. 1 y luego almacenada a -20°C en un frasco de borosi-
licato con tapdén de rosca.

AMORTIGUADOR DE pH ISOTONICO DE TRIS (TD).

NaCl & g; KCl1 3.75 g; NajHFO, 0.1 ¢g; trizma base 3 g.

Los componentes se disolvieron en 90 ml de agua desionizada, se
les afiadié 30 ml de HCl 1N, y se aford su volumen a 1,000 ml con
agua desionizada. Se esterilizé en autoclave y se distribuyd en

alicuotas de 100 ml, en botellas con tapén de rosca, almacenindose
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a temperatura ambiente.

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON FOSFATOS (PBS, por sus siglas en
ingles: Phosphate Buffer Saline).

NaCl 6.5 g; KyHPO, 2.8 g; KHyPO4 0.5 g.

Los componentes se disolvieron en 100 ml de agua desionizada,
ajustando el pH a 7.4-7.5 con NaOH 10N, se esterilizdé la solucidn
en autoclave y se almacend en alicuotas de 100 ml a temperatura
ambiente.

SOLUCION SALINA BALANCEADA DE HANK (SSB) 1X.

CaCly 0.7 g; glucosa 1.0 g; NaCl 7.2 g; KC1 0.4 g; MgSO,
0.2 g; Trizma base 0.12 4g.

Todos los componentes fueron mezclados y disueltos en agua
desionizada. Se ajusté el pH a 7.0 con NaOH 10N. La solucidén se
aforéd a 1000 ml y la osmolaridad fue ajustada a 300 * 10 mOsm. Se
esterilizd por filtracién, distribuyéndola en volamenes de 50 ml
en frascos con tapdén de rosca y se usd® inmediatamente o se
almacend a -20°C.

SSB 1X CON MODIFICACIONES.

La solucién base para todos los experimentos de actividad
citolitica fue la SSB. Para cada serie de experimentos en los
cuales se probaron diferentes sustancias y su efecto sobre la
~actividad citolitica, se mezclaron y disolvieron las cantidades
del compuesto a probar en SSB 1X, para obtener las concentraciones
indicadas en cada experimento en particular. En los casos en que

se prepard una solucidn madre y a partir de ella se hicieron
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diluciones para obtener la concentracidn deseada, todas las
diluciones se hicieron también en SSB 1X. A cada una de estas
soluciones, se les ajustd nuevamente el pH, se esterilizaron par

filtracién y se almacenaron a -20°C.

ACIDO a [l4c]aMINO ISOBUTIRICO ([14c]aIB).
(Y4¢cjaIB 1 pci/ml (2X).

En un tubo de polipropileno estéril para cultive (Falcon
Division of Becton Dickinson and Company, Oxnard, CA, USA)
conteniendo 6.337 nl ge SSB 1X, se depositaron en condiciones
asépticas 65 p1 [19C)AIB (53.2 mCi/mmol) con 65 pl de NaOH 0.01N y
se almacend la solucidn a =20°C.

(14¢iaIB 0.5 pci/ul.

Inmediatamente antes de cada experimentoc se mezcld, en

condiciones asépticas, un vollmen de [14C]AIB 2X con un volumen de

SSB 1X.

F. Origen de los reactivos.

1. De sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, Usa): 4cido
ascoérbico, azida de sodio, azocaseina, azul de tripano, cistina,
L-cisteina, dodecil sulfato de scdio, iodoacetawida, fosfolipasa
de veneno de abeja, glicina, glucosa, estreptolisina 0 (SLO),
seroalbGmina bovina (fraccién V), reactivo de Folin Ciocalteau,
trizma base, Tween 80. 2. De Merck (Alemania): 2,5 difeniloxazol

(PPQ), rojo de fenol; de Merck de México: sulfato de magnesio,
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tolueno. 3. De Reactivaos Monterrey: hidréxido de sodio, fosfato
dibédsico de sodio, fosfato monobisico de potasia, cloruro de sodio
acido clorhidrico, dicromato de potasio, dcido sulfirico, cloruro
de calcio. 4. De Bioxdn de México: peptona de caseina. 6. De
Lakeside S.A., (México): penicilina, sulfato de estreptomicina.

5. De J.T. Baker de México: bicarbonato de sadio, peréxido de
hidrégeno. 7. De Gibco Laboratories {(Gran Island, N.Y., USA):
medio MccCoy. 8. De Difco Laboratories (Detroit, Michigan, USA):
tripsina. S. De Técnica Quimica S.A. (Méxicao): clorﬁro de
potasio, fosfato dibasico de potasio. 10. De Sigma de México:
Tritén X=-100. 11. De'New England Nuclear (Boston, MA, USA): 4dcido
0[14C] amino isobutirico. 12. De Calbliochem: ditiotreitol.

13. De Mallinckrodt: cloruro de wmercurio. 14. De BBL: agar.

15. El extracto de higado y pancreas, el suero de bovino y el
suerco de ternera fueron procesados en €l laboratorio de la

Divisién de Biolegia Celular (UNIBIN-IMSS) (57).



IV. METODCOS.
A. Cultive de células de la linea CHQO.
RESTEMBRA Y MANTENIMIENTO.

El medio de cultivo se retird asépticamente por succidn de
las botellas de 25 cm? (Falcon, CA, UsA) donde estaban creciendo
las células. Se le anadid 1 ml de tripsina 0.25% y se incubaron
los cultivos per S min a 36°C., Después La suspensidn de células
fue transferida a tubos cdnices, graduados con tapén de rosca.

Los cultivos se lavaron dos veces con SSH centrifugando a 600 Xg
por 5 min (centrifuga DPR 6000, cabezal 289, Damon IEC Div., NY,
USA). Se resuspendiélel sedimento celular con 5 ml de medio
fresco y se contaraon las células en un hematimetro (American
Optical, Scientific Instrumnents Div., NY, USA)., Se sembraron

1 X 107 células por ml en botellas nuevas, a las cuales se les
afiadié 4 ml de medio McCaoy completo y se incubaron a 36°C, en
atmésfera hdmeda con CO, al 5%.

La cepa de referencia fue mantenida resembrando las células a
dos botellas de 25 cm? cada siete dias . Los cultivos de la
resiembra anterior se conservaron hasta comprobar el crecimiento y

la ausencia de contaminacidn en las cultivos recientes.

CRTIOPRESERVACION DE LAS CELULAS.
Las células se cosecharon en tubos cénicos graduados como se
describld antericrmente. El1 sedimento celular se resuspendidé en

un volumen de media McCoy completo con 10% de dimetilsulféxido y

22
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se ajustd la suspensién celular a una concentracién de 1-2 X 106
células por mililitro. Las células fueron colocadas en tubos es-
tériles de polipropilenc de 2 ml de capacidad (A/S Nunc, CA, USa)
¥ congeladas sucesivamente a =20°C por 2-3 h, a =70°C por 2-3 h y
por ultimo donde se almacenaron a -196°C en nitrégeno liquido.
Para la descongelacidn se tomd un tubo con células congeladas
Y se pasd directamente a 36°C en baiic maria para descongelado
rapido. El contenido fue colocado en dos botellas de 25 cm? Y se
le agregaron 4 ml de medio McCoy completa. A las cuatro horas se

cambio el medio de cultivo para eliminar el dimetilsulfdxido.

LIMPIEZA DE LA TNCUBADORA DE CO,.

La limpieza de la incubadora se realiza cuando menos una vez
por mes, primeroc ceon SDS 1% y después ccn etanol comercial al 96%,
Las charolas se lavan por separado con SDS 1% y se esterlizan en

el horno a 200°C por 3 h.

B. Cultivos amibianos axénices.
TRATAMIENTO DEL MATERIAL PARA CULTIVO.

El tratamiento del material y los métodos de cultivo,
resicmbra y cosecha de amibas en tubos de 16 X 125 mm estin
basados en los descritos por Lépez-Revilla y Rodriguez-Bdez (77).

El medio PEHPS y las técnicas de cultivos amibianos en
suspensidn se desarrocllaron en el laboratorio de la Divisién de

Biolagia Celular, UNIBIN-IMSS (57,37).
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RESIEMBRA Y COSECHA.

La cepa HM38 de E. histolytica se mantuvd en cultivo incu-
bdndola a 36°C (incubadora National Heinicke ¢o. OR., UsSA). Antes
de cada resiembra se chservaron los cultivos en un microscopio
invertida (Biovert, Reichert, Austria) para comprcbar el buen
estado morfdlogico y la movilidad de las amibas. El mejor cultivo
fue colocado en agua~hielo por 10 nin, se determindé la concentra-
cién amibiana en un hematimetro y se inoculd 1 X 103 trofozoftos
por ml a cada uno de otros tres tubos con medio PEHPS fresco. Los
cultivos de la penGltima resiembra se conservaron hasta comprobar
el crecimiento de las amikas y la ausencia de contaminacién en los
cultiveos recién sembrados. Los cultivos se resembraron cada 4
dias, en fase log de crecimiento. Los cultivos amibiancs se
cosecharon mediante enfriamientc em agua-hielc por 10 min, después
se centrifugaron a €00 Xg por 10 min a 4°C y luego se lavaraon con

SSB.

CULTIVOS MASIVOS.

Los cultivos masivos de E. histolytica se obtuvieron
utilizando frascos para cultivo en suspensidn (spinners) de 500 ml
de capacidad. El inécula fue de 3 X 107 amibas por ml en 350 ml
de medio PEHP y 35 ml de suero de bovino descomplementado. Se
incubaron por 2 dias a 36°C manteniendo los cultivos estiticos
para después pasar a incubarlos a bafio maria a 36°C, agitdndolos

con un agitador magnético, para mantener en suspensidn los
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trofozo;tos por 3-4 dias.

Terminado el tiempo de lncubacidén, se procedid a cosechar los
trofozoitos mediante inmersién del frasco en agua-hielo por 1¢
min. Se centrifugd el medio en botellas de polipropileno con
tapén de rosca de 250 ml (Damon IEC Div. MA., USA) a 600 Xg por

10 min a 4°C y se lavaron con dos volumenes de SSB.

C. Obtencidén de extractos amibianos.

Los trofozoitos se cosecharon en la fase logaritmica tardia
de crecimiento, centrifugando a 1200 Xg por 10 min a 4°C y lavados
con SSB. El sedimenté de amibas se resuspendid con dos volimenes
de SSB y se homagenizaron con 50 golpes de un homogenizador tipo
Elvehjem-Potter. Después de este tratamiento no se observaron
trofozoitos enteros. El1 producto resultante es el extracto total
(ET) (Fig. 1).

Este extracto total amibiano se centrifugd a 135 Xg por
15 min y se obtuvo un sedimenteo, la fraccidn nuclear (N) y el
sobrenadante correspondiente, que se centrifugd a 30,000 Xg por
15 min. El sobrenadante de esta Gltima centrifugacidn
correspondid a la fraccidén $30 y el sedimenteo a la.fraccién P30,
ia cual se resuspendid con dos volumenes de SSB. Durante este
proceso todas las muestras se manipularon a 4°C. La concentracidn
de protelnas en los extractos amibianos fue determinada mediante

el método de Lowry et al (78).



Amibas lavadas en SS8B

homogenizadas a 4°C

EXTRACTO TOTAL (ET)

centrifugacién por 15 min a 135 Xg

1
S0BRENADANTE SEDIMENTO 1
POSTNUCLEAR (N; FRACCION
’ NUCLEAR)

centrifugacién por 15 min a 30,000 Xg

|

SOBRENADANTE S8EDIMENTO 2
POSTVESICULAR P30, FRACCION
830 VESICULAR

Fig. 1. Diagrama de fluijo del fracciopnamiento de los

extractos amibianos
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D. Marcaje de los cultives de células CHO econ [1‘CJAIB.

En placas para microensayo (Microtest, Falcon, TEX, USA), con
96 pozos de fondo plano, con capacidad de 250 pl. Se sembraron
1.5 X 10% células por pozo (50% de confluencia) en 200 yl de medio
de cultivo McCoy completo. Las placas se cubrieron con peliculas
transparentes (Film, Pressure Sensitive, Microtest, Falcon, TEX.
USA) y se lncubaron por 20-24 h a 36°C en atmosfera de CO, al 5%,
para que se formaran las monocapas confluentes. Ensequida se
aspiré el medioc de cultiveo con una pipeta Pasteur, y se lavaron
tres veces los cultivos can 100 pl de SSB adicionade con 10 mg/ml
de serocalbimina bovina (SAB). Los cultivos se reincubaron por
1 h, en SSB con SAB para después aspirar el medio, lavar los
cultivos tres veces con SSB y aftadir a cada pozo 25 pl de SSB
adicionade con 0.5 pCi/ml de [14C]AIB y nuevamente reincubar los
cultivos por 4 h para que las células captasen el marcador
radiactivo. Enseguida se lavaron leos cultives 5 veces con SSB,

para eliminar el marcader no captade y se procedid al ensayo.

E. Cuantificacion de la actividad citolitica por el método de
cuenta total y determinacidn de viabilidad por la exclusién dal
azul de tripano. -

A un cultivo de células CHO en confluencia, se le agregd 1 ml
de tripsina 0.25% y se incubaron por S min a 36°C. Se obtuvd la
suspensidn celular que se lavdé dos veces can SSB, centrifugando

por 5 min a 300 Xg. El paquete celular se resuspendid con SSB,
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ajustand&jla densidad celular a 6 X 10° células/ml.

Se utilizaron placas para microensayo con 96 pozas de fondo
plano, preincubadas por 2 h a 36°C o toda la noche a 4°C con
200 pl por poza de SSB adicionado con 10 mg/ml de SAB y lavadas
dos veces con 200 pl de SSB, esto con el fin de evitar 1la
adherencia de las células al substrato y mantenerlas en
suspensioén. Se distribuyeron 25 pl de la suspensidn celular por
pozo e inmediatamente antes del ensayo se afadieron 25yl de SSB o
SSB mas €l regulador de potencial de éxido-reduccién.
Postericrmente se anadiercn 50 pl de SSB o de la mezcla con el
agente citolitico a pfobar (Fig. 2).

Después de 8 min o 30 min de incubacidn se agregaron 50 pl de
azul de tripanc al 0.1 % en SS5B, para resuspender suavemente con
la pipeta de repeticidn y tomar una alicuota para determinar el
ndmerc total de células en una cdmara Newbauer y el parcentaje de
viabilidad para los cultivos testigos y los tratados por la
exclusidn del azul de tripano. Como algunas células se lisan
completamente desde los 8 min, durante el tiempo de incubacién, el

efecto total fue definide por la siguiente ecuacidn:

No, de células en - No. equivalente al % de células
cultivos tratades no excluyentes del azul de
3 de tripano.

citdlisis =

No. de células viables en cultivos testigos.

Los valores de porcentaje de citdlisis fueron normalizados

tomando come base la actividad citolitica producida por la



Célulags CHO en confluencia

tripsinizacién y lavado.

Ajuste de densidad celular a 6 X 10° cédlulas/ml.

En microplacas preincubadas c¢on SAR se siembran 25 pl de la
suspensidén celular.

Agregar 25 pl de SSP o 88B + regulador.

Agregar 50 yl de 8§B o mezclz con agente citolitico.

Incubacidén por 8 ¢ 30 min.

50 pl de agul de tripanc 0.1%.

Determinacidn de viabilidad y himero total de calulas
en un hemacitometro.

_—ll et e, ——— X D
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fraccién subcelular amibiana utilizada en cada ensayo en
particular. Para los ensayos donde se probdé el efecto del
potencial de éxido-reduccién, el wvalor base que se tomd coma la
unidad, fue el porcentaje de citélisis obtenido con la fraccién
probada sin reguladores del potencial. Para los ensayos
posteriores, el valor tomado como la unidad para normalizar los
valores fue el porcentaje que correspondid a la citélisis
producida en el potencial donde se presentd la maxima actividad
(-150 mV).

Se aplicd la prueba "t" de student para comparar los valore
obtenidos de los cultivos testigos contra los de los cultivos
tratados. La diferencia entre las dos poblaciones fue
significativa (p < 0.05) y por lo tanto los valores de actividad

citolitica determinados son confiables.

F. Validacién del modelo de cuenta total y determinacién de
viabilidad por la exclusidn del azul de tripano.

El modelo anteriormente descrito para cuantificar actividad
citolitica, fue comparado con el madelo descrito por Thelestam y
M&llby para ver el efecto de citolisinas que producen lesiones
’ﬁembranales muy finas (73) Yy que durante mi tesis de Maestria
adapté para determinar el efecto citolitico de la fraccién P30
después de tiempos muy breves de contacto (de 15 seg a 8 min)

sobre cé&lulas CHO (37).
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Monccapas confluentes de células

tres lavados con SSB

Incubacidn en S8B con SAB 1 h a 36°C
tres lavados ¢on SSB
Incubaciém con 0.5 pCi/ml de [I‘C]AIB 4h a 36°C

cinco lavados con SSB

INCUBACTON CON
TRITON X100 0.5%
(Liberacion maxima)

INCUBACION CON EL
AGENTE CITOLITICO
(Liberacién experimental)

INCUBACION CON S88B
{Liberacién espontianea)

Determinacién de la radiactividad en un contador de centelleo
liquido.

Fig. 3. rama de flujo del meodele del [1‘C]AIB.
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Este método se basa en determinar el porcentaje de citdlisis
como una funcidén de la cantidad liberada al medio extracelular del
[14C]AIB per células premarcadas e incubadas con la fraccidn
amibiana (Fig.3). Para efectuar este anilisis se ajustd la
concentracidn de proteinas en el extracto amibianc a 9.4 mg/ml
como miximo, para comparar los dos modelos, porgque una mayor
cantidad de proteinas provoca una interferencia de 1la
luminiscencia (apagamiento) en el conteoc de la radiactividad (37).
El porcentaje de liberacién del marcador se calculd mediante la
ecuacion:

LEx =~ LE

$LEs = X 100
IM S LE

Donde %LES significa el porcentaje de liberacién especifica
del marcador y es equivalente al porciento de citdlisis. .LEx es
la liberacién experimental, gue corresponde a la liberacién del
marcador al medio extracelular por el efecto de un agente
citolitico dado; LE correspcnde a la liberacién esponténea,
detectada en cultivos testigos no tratados y LM corresponde a la
liberacién maxima, equivalente a la captacidén total del marcador,
determinada después de lisar los cultivos celulares con Tritén
X=100 al 0.5%. Los resultados obtenidos por los dos nodelos para

medir la actividad citolitica se analizaron estadisticamente por

la prueba "t" de student.
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G. Determinacién del potencial de 6xido-reduccidén (Eh°).

El potencial de dxido-reduccidn de las scluciones a usar para
los ensayos de actividad citolitica y de actividad fosfolipisica,
fueron medidos en un potencidmetro (Corning digital 109, Corning
Scientific Instruments, Medfield, MA, USA) con un electrodo
combinade de platino-plata/cloruro de plata (Fisher E-11, Fisher
Scientific Company, USA). Comc estindar se elabord una solucién de
cistina (2.18 X 10”4 M) y cisteina (0.1 M) en agua, a pH 7.0.

Esta salucién dia un Eh°® de -265 #* 20 mV.

H. EBfecto del potencial de dxido-reduccidén acbre la actividad
citolitica.

En el modelo descrito para medir actividad citolitica se
determind el efecto del Eh° de la mezcla de ensayo sobre la
actividad citolitica de estreptelisina-O0 o de P30. El Eh°® de
dichas mezclas fue regulado con cantidades variables de
ditiotreitol (DTT, entre 0.001 mM y 1.0 mM), con los cuales se
obtuvieron Eh®° entre -70 mv a -183 nV; o de perdxido de hidrégeno
(entre 0.5 mM ¥ 50 mM) para obterier Eh°® entre +%7 mV a +238 mV.
La solucién salina sin requladores tuvo un Eh° de +42 mV.

Se definlé arbitrariamente al promedio de actividad
citolitica de P30 (15.61%) en mezclas de ensayo con esta filtima
solucidén como 1.00 para normalizar los valores de todes los
experimentos donde se analizé el efecto del Eh°.

Como testigo para este experimento se usd una de las
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citolisinas ldbiles al oxigeno mejor caracterizadas, la
estreptolisina 0. Se uso una concentracién de 40 yg de proteinas
totales en la mezcla de ensayo (4 mg/ml), que previamente se
determind como la cantidad de estreptolisina-O que produjo el 88%
de citdlisis, al titular la actividad citolitica en nuestro modelo
de estudio. Para los ensayos de actividad citolitica de P30 la
concentracidén final de proteinas se ajustd a 100 pg totales

(1 mg/ml).

I. Distribucidn subcelular de la actividad citolitica dependiente
del potencial de éxido-reduccidn.

La actividad citolitica fu@ determinada en cada una de las
fracciones amibianas que se obtuvieron (ET, N, P30, S30)
cuantificando el porcentaje de muerte celular de los cultives de
células CHO después de 30 min de incubacidn con cantidades
variables de las fracciones (entre 0.05 y 2 mg/ml de proteina
total amibiana) en presencia de 0.4 mM de DTT. El porcentaje de
muerte cvelular fué calculado por el método de cuenta total y
viabilidad descrito anteriormente.

La actividad citolitica especifica de cada fraccién se obtuvo

a partir de la parte lineal de cada relacidn gréafica.

J. Determinacidn de la actividad feosfolipdsica.
El método para determinar actividad fosfolipdsica utilizado

aqul estd basado en el de Habermann y Hardt (79). El ensayo se



35

realizd en cajas de petri conteniendo gel de agar-yema de huevo
(agar 0.6%; Tris 50 mM; azida de sodio 0.02%; CaClz 1 mM;
sobrenadante de yemas de huevo centrifugadas a 300 Xg 3% v/v; pH
7.95). Se hicieron doce pozos equidistantes de 3 mm de didwetro
en cada caja, en ellos se colacaron las mezclas de ensayo para
probar su actividad fosfolipdsica y se incubd por 20 h a 36°C en
una cdmara hlimeda. Después se midid el didmetro del halo
transparente formado alrededor de cada pozo que correspondid a la
hidrélisis de los fosfolipidos. El logaritmo del area en mm? es
una funcidén lineal de la actividad fosfolipdsica, expresada en
miliunidades (mU) (46).

En los pozos usados como testigos se depositaron 10 mU de
fosfolipasa de venenc de abeja. Una mU de fosfolipasa esté
definida como la cantidad de enzima gue hidroliza 1 nmmol de
L-ac=-fosfatidilcolina por minuto (46). La cantidad de fosfolipasa
usada produjo un area de hidrdlisis promedio de 93.3 mm?. La
actividad fosfolipdsica de P30 se determind colocando en cada pozo
10 pl de P30 con una cantidad de proteinas de 10 mg/ml en SSB con

NP-40 1% y pH 7.95 y procediendo de la misma manera que para la

fosfolipasa de veneno de abeja.

K. Efecto del potencial de Sxido-reduccidén sobre la actividad
fosfolipasica.
Se procedid de la misma manera como se describe arriba para

cuantificar la actividad fosfolipdsica. Los reguladores de Eh°®° se
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agregaron a las soluciones con agar y yema de huevo usados para
hacer los ensayos. En esta ocasidn se utilizd como reductor DTT
en concentraciones de 0.001 a 1.0 mM dando Eh° entre -20 mv a

-205 mV. Como oxidante se usd cloruro de mercurio (4 X 1079 m a

4 X 1074 M) para obtener Eh°® entre +102 mV a +195 mV. Los valores
obtenidos de mU de fosfolipasa se normalizaron tomando
arbitrariamente como unidad a la actividad detectada en ausencia

de agentes requladores del potencial (+69 mV).

L. caracterizacidn de la actividad citolitica dependiente del
potencial de éxido-reduccidn.

Toda la cafacterizacién de la actividad citolitica se llevd a
cabo en el modelo de cuenta total y viabilidad que se describe
anteriormente, incubando los cultivos celulares con la fraccién
S30 por 30 min. Todas las soluciones de ensayo tuvieron una
concentraciédn final de 0.4 mM de DTT que da un Eh°® alrededor de

-150 mV,

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD CITOLITICA.

Para analizar el efectc del pH sobre la actividad citolitica,
la solucién salina balanceada de Hank fué utilizada comoc solucién
base por haber sido la que se usd en los ensayos previos de
citélisis, sclo fueren cambiados los amortiguadores de pH, ya que
en lugar de usar Tris, se utilizaron como reguladores de pH, el

par de fosfatos para pH entre 5 y 8, mientras gue para pH méds
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bisicos se utilizdé glicina. La osmolaridad de cada solucién
amortiquadora fué ajustada a 300 % 10 mOsm variando la cantidad de
NacCl.

Las concentraciones de los reactivos amortiguadores para cada
pH diferente fueron determinadas tomande como base las tablas de
soluciones amortiguadaras (80). Las soluciones madre de
amortiquadores (disueltas en solucidn salina) usadas fueron:

para fosfatos

(]

Sol. A KH2P04 0.066 M;
Sol. B Na2HPO4 0.066 M.

para glicina

Sol. A Glicina 0.1 M en NaCl 0.1 N;

Sol. B NaOH Q0.1 N.

EFECTOC DE LA PREINCUBA&ION A DIFERENTES TEMPERATURAS Y CICLOS DE
CONGELACION-DESCONGELACION SOBRE LA ACTIVIDAD.

Para esta serie experimental era necesario que las cé&lulas se
mantuvieran enAbuenas condiciones por periodos largecs y ya
preparadas para el ensayo. Por esta razdén se buscd un medic que
mantuviera a las células y que no tuviera componentes que pudieran
interferir con el ensayo. El medio de cultive McCoy sin suero fué
el adecuado, va que en @l, las células se mantienen bien hasta por
24 h sin disminuir su viabilidad y el tiempo mayor que se utilizé
en los ensayos fue de 7 h.

La fraccidon S30 fue sometida a los siguientes tratawmienos
antes de probarla scbre los cultiveos celulares:

1) Preincubacién a 36°C desde el tiempc 0 hasta 6 h.
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2) calentamiento a temperatura de ekullicidn de 0 a 18 min.
3) Cicles de congelacién-descongelacidn. La fraccién S30
recién obtenida se sometid hasta 3 ciclos de congelacién

en nitrdgeno liquido a -196°C y descongelacidn a 37°C.

EFECTO DE LA TODOACETAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD CITOLITICA.

La iodoacetamida es un compuesto que produce carboximetilacidn
de los grupos sulfhidrileos inhibiendo irreversiblemente 1la
actividad de los compuestaos con grupos -5H (81). Para probar su
efecto sobre la actividad citolitica amibiana se incubd la S30 en
presencia del inhibidor por 30 min a 36°C y luego se le agregd una
cantidad de DTT suficiente (1 mM) para restablecer un potencial de
-150 mV, el cual es el punto de méxima actividad citolitica
detectada. Posteriormente se analizé en el mcdela de citdlisis
que ya se ha descrito. Las cancentraciones finales de

iodocacetamida utilizadas fueron de 1, 2 y 4 mM,



V. RESULTADOS.
A. Validacidn del modelo de cuenta total y determinacion de
viabilidad por la exclusidén del azul de tripano.

Los extractos amibianos presentan actividad citclitica que
puede ser determinada por cualgquiera de los dos métodos que
desarrollamos. Utilizando una concentracién fija de P30
equivalente a 0.4 mg/ml se obtuvo a los 8 min de incubacidSn una
liberacidn de 23.61% del radioisdtopo, el cual equivale al
porcentaje de citélisis. Con el modelo de cuenta total ¥y
viabilidad se detectd un 16.52% de citélisis (Fig. 4). Al
analizarlos estadisticamente no se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre l¢s dos métados. Por lo tanto,
decidimos utilizar el segundo método para nuestros andlisis porque

es mds rapido, mds ficil de manejar, es confiable y menos costaosa.

B. Efecto del potencial de oxidoc-reduccidén sobre la actividad
citelitica.

Como testigo en el modelo experimental del comportamiento de
la actividad de una citolisina 14bil al oxigeno, incubada con
potenciales de &6xido-reduccidén variables, se utilizd la
estreptolisina-0, En los valores positivos de Eh® no se presentd
actividad de la estreptolisina-0 y no es sino hasta cerca de
-80 mV que empieza a detectarse su actividad, llegando a su méxima
sobre los =200 mV (Fig, 5). Para la fraccidn amibiana se

detectaran dos picos de actividad citolitica (Fig. ¢). Uno de
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Fig. 4. cComparacién de 4os métodos para medir actividad
citolitica. La actividad citolitica fue cuantificada por la
liberacién del [1%C]AIB de células premarcadas o mediante la
cuenta total de las células mds el nlmerc equivalente al porciento
de células que no excluyen el colorante azul de tripano después de
8 min de incubacidn con una cantidad fija de P30 (0.4 mg/ml de
proteinas). Los valores chtenidos son con respecto a cultivos
testigos no tratados. No hay diferencias significativas

(p < 0.05) entre las medias de las valores de actividad citolitica
obtenidos por los dos métodos. Lgs valores representan el
promedio y (i) desviacién esténdar de doce determinaciones.
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Fig. 5. Efecto del potencial de dxido-reduccidn sobre la
actividad citolitica de 8LO. Los cultivos celulares se incubaron
por 8 min con una dosis fija de SLO equivalente a 40 pg de
proteina en las mezclas de ensayo. El1 Eh® fue requlado por DTT
(Eh°® negativos) o por H,0, (Eh°). Los valores se normalizaron
tomando como unidad al porcentaje de citdlisis mas alto (89%).
Cada simbolo representa el promedio y (*) error estiandar de seis
determinaciones.



42

.6 | ] T T !
1.4 | -
[
<
I L2k | )
@
2 1.0
Q
':- 08" \ -~
|
5 ’
5 06 i :
g o f
a - 1{' 7
2
'_
Q 0.2 !\\!
! 1 ] | \
-2Q0 -100 Q +100 +200
POTENCIAL DE OXIDO—REDUCCION (mV)
Fig 6. Actividad citolitica amibiana dependiente del Eh°. Se

determiné 1la actividad citolitica amibiana en cultivos celulares
incubados por 8 min con una cantidad fija de P30 equivalente a

100 pg de proteinas totales. El Eh°® fue regulado con DTT
(potenciales negativos) o con H,0, (potenciales positivos). Los
valaores de la actividad citolitica se normalizaron tomande como la
unidad a la actividad detectada a +42 mV (equivalente a 15.61% de
citélisis) Cada simbolo representa el preomedio y (*) error
estidndar de nueve determinaciagnes.
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ellos a +42 mV, valor en el cual se detecté griginalmente la
actividad y el otrec a -150 mV, la cual no se modificé significa-
tivamente desde los —-130 mV hasta -180 mV. Los valares fueran
normalizados tomando como unidad el porcentaje de muerte celular
cbtenido a +42 nV (correspondiente al 15.61% de citdlisis). La
actividad encontrada a -150 mV corresponde a 1.3 (20.34% de

citdlisis), 30% mayor que la actividad originalmente detectada.

C. Efecto del potencial de éxide-reduccidn aobre la actividad
fosfolipasica.

Como control fue utilizada fosfolipasa de veneno de abeja.
Para normalizar los valores de nmU de actividad fosfolipdsica se
tomé camo la unidad al valor encontrada en ausencia de reguladores
de Eh® (+69 mV). El valor para la fosfolipasa de veneno de abeja
fue de 233 mU y para P30 fue de 2,05 X 10~° mU. A partir de este
punto, la actividad fosfolipdsica, tanto de veneno de abeja como
la amibiana, disminuydé en funcidén del incremento del grado de
oxidacidén de las mezclas de ensayo (Fig. 7 y Fig. 8). En medios
con +200 mV no se detectd actividad en ningunc de los dos casos.

En tanto, para el lado negative del Eh® se abservd que la
actividad de fosfolipasa de veneno de abeja se mantuve al mismo
nivel de actividad hasta al menos los =220 mvV (Fig. 7), en cambio
la actividad fosfolipdsica amibiana disminuyé en funcidn del grado

de reduccidén del medio; a las -200 mV la actividad es casi nula

(Fig. 8)
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Fig. 7. Efecto del Eh° sobre la actividad fosfolipasica de veneno
de abeja. La actividad fosfolipdsica se determind como se decribe
en métodas. Los valores de la actividad se normalizaron tomando
como la unidad a 1la actividad detectada en ausencia de reguladores
de Eh® (+69 mV) y que corresponde a 233 mU de actividad enzimética
El potencial se requlé con concentraciones variables de DTT (Eh°
negativos) © con HgCl, (Eh°® positivos). <cada simbolo representa
el promedio ¥y (%) error estandar de nueve determinaciones.
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Fig. 8. Efectoc del Eh°® sobre la actividad fosfolipdsica amibiana.
Se determinaron las mU de actividad fosfolipdasica de P30 amibiana
a diferentes potenciales y se normalizaron los valores tomando
comc la unidad a la actividad encontrada a +69 mV (sin reguladores
de Eh°) gue correspondid a 2,05 X 1073 mU de actividad fosfolipa-
sica. El Eh® fue regulado agregandc cantidades variables de DTT
(En® negativos) o HgCl, (Eh® positivos). Cada simbolo representa
el prowedio y (%) error estandar de nueve determinaciones.
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D. Distribucidén subcelular de la actividad citolitica amibiana.
Tanto el ET como cada una de las fracciones subcelulares
analizadas tienen actividad citolitica. La cual tiene una
relacidn directa con la cantidad de proteinas totales amibianas
agregadas en el ensayo. Dicha relacién correspondié a funciones
lineales para todas las fracciones cuando se analizaron cantidades
eqguivalentes entre 0.05 y 0.25 mg/ml de proteinas totales. 1Ia
fraccidén subcelular con la mayor actividad especifica fue S30 y
luego en orden decreciente P30, ET y N (Tabla. 1) El1 valor tomado
para determinar la actividad relativa fue el obtenido con P30, por
ser la fraccién en la cual se habian realizado todos los ensayos

previos.

E. Bfecto del pH sobre la actividad citolitica.

La actividad citolitica es dependiente del pH. Su dptimo de
actividad se encuentra a pH neutro; el pico de actividad esta en
pH 7.0. A pH menores de 6 o mayores de 9 la actividad es nula

(Fig. 9).

F. Efecto de la preincubacidén a diferentes temperaturas‘y ciclos
de COngelaqién-descOnge1acién sobre la actividad citolitica.

La actividad citolitica va disminuyendo en relacidén al tiempo
ae preincubacién a 36°C (Fig. 10). Una hora de incubacion a esta
temperatura disminuye su potencia en un 50% y a las tres horas se

ha perdido por completo.
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TABLA No. 1

ACTIVIDAD CITOLITICA ESPECIFICA DE LAS FRACCIONES
SUBCELULARES DE Entamoeba histolytica CEPA HM38B.

Fraccidn Actividad especifica Actividad relativa.
ET 61.69 UC/mg/30’ 0.96
N 34.83 UC/mg/307 0.54
P30 64.10 UC/mg/30’ 1.00
S30 224.22 UC/mg/30" 3.49

Unidad citolitica (UC)= vg de proteinas totales de extracto
amibiano para producir el 5% de muerte celular en 30 min de
incubacidén, calculando el porcentaje de muerte por la ecuacidn
que se indica en métodos.
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Fig. 9. Efecto del pH sobre la actividad citolitica dependiente
del Eh°®. Se utilizd una cantidad final fija de la fraccidén S30
equivalente a 0.5 mg/ml de proteinas totales (50 pg por pozo) en
presencia de 0.4 mM de DTT para obtener un Eh°® de -150 mV. El1 pH
fue requlado con fosfatos para pH de 5 a 8 y con glicina para

pPH 9. Cada simbolo representa el preomedio y (*) error estandar de
nueve determinaciones.
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Fig. 10. Efecto de la preincubacidom de la fraccidn 530 a 36°C.

La fracclén $30 se preincubd a 36°C por tiempos variables y
posteriormente se probd su actividad citolitica sobre los cultivos
celulares. Se utilizaron 50 pg de proteinas totales de $30 por
poza, ajustando el Eh°® a -150 mV con 0.4 mM de DTT. <Cada simbolo
representa el promedia y (%) error estdndar de nueve determina-
cicnes.
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Fig. 11. Efecto de la preincubacién de 830 a temperatura de
ebullicion. La fraccidén sS30 se preincubd a temperatura de
ebullicidn por tiempos variables y luego se analizd su actividad
citolitica sobre los cultivos celulares. Las condiciones del
experimento son las mismas que para toda 1la caracterizacion: 50 pg
de proteinas totales por pozo y 0.4 mM de DIT. Cada simbolo

representa el promedio y (*) error estdndar de nueve determina-
ciones.
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Fig. 12. Efecto de los ciclos de congelacidn-descongelacidn sobre
la actividad citolitica. La fraccidén S30 recién obtenida se
sometid a ciclos repetidos de cangelacidn en nitrageno liquidc ¥y
descongelacidén a 36°C. Posteriormente se analizé la potencia de
la actividad citolitica dependiente del Eh°® scbre los cultivos
celulares, <Cada simbola representa el promedio y (%) error
estandar de nueve determinaciones,
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Al incubarse la fraccidn 530 a temperatura de ebullicidn, por
tiempos variables, la actividad se pierde rdapidamente ya que a los
3 minutos se ha perdido el 80% de ella y a los 6 min no se detecta
actividad (Fig. 11).

Cuando se sometid la fraccidédn 830 a ciclos de congelacidn-
descongelacién, la actividad se incrementa ligeramente después del

primer c¢iclo, para luego mantenerse constante hasta después de 3

ciclos (Fig. 12).

G. Dependencia de grupes -SH

La actividad citolitica amibiana se anuld cuanda fue
preincubada con iodoacetamida, un inhibidor irreversible de
compuestos con grupes =SH (Fig. 13). La actividad no se restaur$,
aun cuandag se agregd al medio suficiente DTT, para restablecer el

potencial que se habia encontradc era el ¢éptimo para su efecto

(=150 mV).
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Fig. 13. Dependencia de grupos -sH de la actividad citolitica.

La fraccién 530 se preincubd en presencia de cantidades variables
de iodoacetamida por 30 min a 36°C. Pasteriormente se afadié 1 mM
de DTT para restaurar un Eh® de =150 mV y se probd la actividad
citolitica scobre células CHO como se ha descrito., Cada simbolo
representa el promedio y (*) error estdndar de 12 determinacliones.



VIi. DISCUSION.

Parte fundamental en el proceso per el cual Entamoeba
histolytica produce las lesiones en los tejldos, es la actividad
litica sobre las cé&lulas del hospedero. Esta actividad ha sido
detectada tanto en trofozolitos vivos (15), como en extractos
libres de células (34), utilizando como blancc eritrocitos de
diversas especies de mamifero o diferentes lineas celulares en
cultiva (32,34). Como factores respcnsables de esta actividad han
sido implicadas principalmente dos moléculas: Una fosfolipasa A,
dependiente de calcio y la amebaporo, cuyas caracteristicas ya han
sido descritas en la introduccién de este trabajo.

La aportacidon principal de este trabajc es la deteccidn y
caracterizacidn de una agtividad citoclitica presente en extractos
de trofozoitos de E. histolytica, la cual se debe a una citolisina
diferente a las dos descritas hasta ahora.

Inicialmente esta actividad citglitica fue detectada en la
fraccion amibiana P30 (34), misma fraccidn subcelular donde se
localiza la mayor actividad hemolitica (35), asi como también la
actividad fosfolipasica (38,46).

Los efectos de la actividad citalitica en la cual se centré
el trabajo, son inmediatos y fueron detectados usando como blanco
células CHO. Se manifiestan produciendo protusiones en la
membrana celular, vacuolizacidn e hinchamiente de las células
hasta llegar a la lisis, la cual es detectable desde los primerocs

segundos de contacto mediante la liberacidn de dcido a[i%cj-amino

54
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isobutirico (37) y claramente visible al microscopic a los 8 min
de incubacidn. Dichas lesiones membranales son muy semejantes a
las descritas en epitelio intestinal aislado de cobayos infectados
experimentalmente con trofozoltos vivos (70,71). Las lesiones
estdn circunscritas en 4reas delimitadas de la membrana plasmatica
Y el efecto es irreversible; las células dafadas se lisan aln
después de lavarlas y reincubarlas en medio fresco suplementadc
con 15% de suero de ternera.

Tomanda en cuenta estos datos y que las amibas tienen su
habitat normal en el intestino gruesc, sitio en el cual existe un
medio ambiente con potencial de éxido-reduccidn negativo y siendo
este el sitia donde generalmente las amibas inician la invasién de
los tejidos, consideramos la posibilidad de que E. histolytica
tuviera una actividad citolitica que trabajara en tales
condicicnes. Es decir, que su accién dependiera del grado de
oxidacién presente en el medicambiente.

Para llevar a cabo estos anadlisis se tenia montado un método
para cuantificar a corto tiempoc lesiones membranales pegueifias,
basado en detectar la salida de un marcador radiactivo ([1%C]AIB).
Sin embargo este modelo es dificil de manejar, por lo qgue se
adapté el método de cuenta total celular y viakilidad por 1la
exclusidén del azul de tripano para cuantificar esta actividad.
Comparamos los dos métodos y ne hubo diferenclas significativas
entre ellas, por lo que elegimos el segundo método para realizar

este trabajo por ser menos complicado mds rapido y mds econdmico.
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Se asegurd el buen manejo del modelo en el cual se pudieran
controlar diferentes Eh°® y cuantificar la actividad citalitica
utilizando como testigo a la citolisina 1abil al oxigenc mejor
caracterizada: la estreptolisina-0. Esta citolisina se pudo
ranejar adecuadamente ya que solo predujo citdlisis en Eh®
negativos tal y como se esperaria de citolisinas de este tipo
(Fig. 5). De esta manera se procedidé a estudiar la actividad
citolitica amibiana en condiciones simllares.

Se analizdé entonces el efecto gque tiene el Eh°® sobre la
actividad citolitica, regulando los potenciales con cantidades
variables de DTT (paré Eh® negativas) o de peréxido de hidrdégeno
(para Eh° positivos). Se encentréd que hay dos picos de actividad
con respécto al Eh°. Unc de ellos a +42 mV y el otro a =150 mV
(Fig. 6). El primer pico correspcnde a la actividad citolitica
que se detectd originalmente en ensayos sin regular el Eh®, E1
segundo pico es muy importante, pues valida la hipdtesis de este
trabajo, al detectarse la presencia de una actividad citolitica de
E. histolytica que actua en Eh°® negatives, a niveles similares a
los que imperan en el intestino grueso.

La actividad que se presenta a +42 mvV puede ser debida a un
factor diferente al que actia a Eh° negativos o a una sola
molécula capaz de trabajar a dos Eh° diferentes. §in embargo,
para saker que es lo que ocurre realmente, serd necesario llevar a
cabo la purificacién del o de los factores responsables y

probarla(s) en ambas condicicnes. Por lo pronto este trabajo se
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centrd en la actividad presente en el Eh® negativo y fué dicha
actividad la que se caracterizé.

La capacidad de causar lisis celular a diferentes Eh°® es una
ventajosa adaptacidn de las amibas, pues podria lesionar tejidos
en diferentes ambientes, como en el intestinc donde existe un
ambiente reducido y ahi iniciar la invasidn a tejidos y
posteriormente también causar citélisis en el higado, ue es un
dérgano muy irrigado por sangre y por lo tanto con niveles mayores
de oxigenaq.

Una de las molécglas responsables de citdlisis causada poar
amibas es la fosfolipasa. Para descartar gue la actividad
citolitica detectada y cuantificada en Eh°® negativos se debiera a
la fosfolipasa se analizé el efecto del Eh® scobre la actividad
fosfolipdsica amibiana. Como testigc se utilizd fosfolipasa de
veneno de abeja. Los resultadcs muestran que la fgsfolipasa
amibiana tiene un intervalc estrecho de actividad con respectec al
Eh® pues tanto para potenciales arriba de +200, asi como Eh°® abajo
de -200, no se detectd actividad fosfolipdsica (Fig. 8). BEs
importante hacer notar que a -150 wV, Eh° donde se manifiesta la
mayor actividad citolitica, la actividad fosfolipasica es casi
nula. La fracclén amibiana utilizada para este andlisis fue 1la
P30, pues en ella reside la actividad de fosfolipasa, a diferencia
de la actividad citolitica dependiente de Eh° que esta
principalmente en la fraccién 530, descartando con esto a la

fosfolipasa como la responsable de la citdlisis a Eh°® negativos.
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Al analizar las fracciones subcelulares amibianas obtenidas
por el métode de fraccionamiento utilizade, se encontréa que la
mayor actividad citolitica especifica se encuentra en la fraccién
530 (Tabla 1). Lo cual constituyé una ventaja para el modelo
usada, ya que la fraccidén S30 no es particulada como las otras
fracciones y esto favorecia la observacién al microscopio al no
tener particulas que interfirieran con la lectura. Ademds esto
también facilitaria el proceso de una futura purificacién de 1la
molécula responsable. Por estos resultados, los andlisis
siguientes se realizaron utilizando la fraccidn S$30 y alargando el
tiempc de incubacidn ée 8 a 30 minutos para hacer mds claro el
efecto citolitico.

Habiendo encontrado la fraccildn con mayor actividad y el Eh°
éptimo, se procedid a analizar otros pardmetros para lograr una
mejor caracterizacién de la actividad.

lLas citolisinas lédbiles al oxigeno bien carcterizadas como la
estreptolisina-0, alveolisina, pnhneumolisina y otras mds trabkajan
dptimamente a pH neutros, haciéndose las ensayos de estas
citolisinas en pH de 6.5 a 8.0 (82-85). En el caso de la
actividad citolitica amibiana el pH Sptimo fue de 7.0 (Fig. 9), lo
cual le da uma similaridad més con una toxina de este tipo.

Otros factores que se probaron en este trabajo fueron la
preincubacidn de la fraccidén amibiana a diferentes temperaturas
por tiempos variables para ver su efecto sobre la actividad

citaelitica,
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Cuando la fraccidén 530 se preincuba a 36°C, la actividad se
va perdienda cen el tiempa (Fig. 10). Considerando que S30 es la
fraccidén subcelular amibiana con mayor cantidad de proteasas (35),
es muy probable que sean estas las que digieran a la molécula
responsable, por lo gue se puede pensar que se trata de un
péptido.

Una pregunta que surge al conocer la cantidad de proteasas
existentes en S30 es que si ellas pudieran ser las respaonsables de
la actividad citolitica, tal como ha sida sugerido por Pérez-
Montfort et al. (87,88). En su trabajo, usaron extractos totales
amikianos y los inyectareon en ratas, en presencia o ausencia de
inhibidores de proteasas, viendo que las lesicnes producidas se
reducian un 80% en los animales a los que se les administrd
inhibidores. Sin embargo la concentracidén usada de inhibidor
(x~2-macroglobulina humana) por el grupo mencionade es muy alta,
hasta 50 veces mayor que las recomendadas por las casas
proveedoras para inhibir el 100% de la actividad enzimdtica de
proteasas puras; lo que no sucede con las proteasas smibianas,
pues a esa concentracidn no producen inhibicidén detectable al
medir actividad proteclitica sobre azocaseina. Por esta razdn es
posible que el ne desarrolle de las lesiones en rata se deba a un
blaquea inespecifico de otros factores patogénicos, no
precisamente proteasas.

En un estudio comparativo de las proteasas presentes en cepas

patogénicas y no patogénicas, se encontrd que los dos tipos de
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cepas tienen un nimero minimo semejante de proteasés de similar
pesc molecular, las cuales aparentemente son vitales para el
crecimiente amibiane (89), por lo que no se puede tener la certeza
de que las proteasas sean las moléculas mas importantes del
mecanismo patogénico amibiano.

La actividad citolitica amibiana es termoldbil, pues no
soporta el tratamiento a.temperatura de ebullicidn, a los 6 wmin se
pierde toda la actividad (Fig. 11). Este es otro dato indicativg
de la posible naturaleza peptidica del factor citolitico.

Ciclos de congelacidén-descongelacidn no alteran el
comportamiento de la actividad, manteniéndose constante cuando se
somete hasta 3 ciclos. De acuerdo a la Fig. 12, la actividad
aumenta ligeramente luego del primer ciclo, como si hubiera algo
que estuviera ascociado a ella y que al congelarse y descongelarse
la dejara libre, facilitando su accidn.

La actividad citolitica descrita aqui es debida a un factor
que depende del Eh°. Siendo importante saber a gque se debe esa
dependencia, se analizd el efecto de la iodoacetamida, el cual es
un inhibider irreversible de compuestos con grupos —-SH al producir
una reaccidén de carboximetilacion (81).

Las citolisinas 1ldbiles al oxigeno requieren gque sus grupos
~SH se encuentren reducidos para que la actividad se manifieste
{90,91) y al parecer la actividad gue se describe aqul es
semejante en su comportamiento a estas ciclisinas.

Al probar el efecto de la iodoacetamida se podria ver si la
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actividad amibiana depende solo del Eh® o especificamente de
grupcs -SH. La actividad se inhibid con 1 mM de iodoacetamida y
no se recuperd, aldn agregando suficiente cantidad de DTT (1 wM)
para restablecer un potencial de -150 mV, con lo que se puede
concluir que la molécula responsable de la actividad depende en su

estructura de grupos =-SH reducidos para su funcionamiento.

CONCLUBIONES.

Mediante un modelo sencilleo y confiable ampliamente
utilizado, como lo es la determinacién del nlamero celular y
viabilidad en los culfivos celulares, que fue adaptado para los
objetivos del trabajo, se ha podido establecer gque E. histolytica
tiene una actividad citolitica dependiente del potencial de &xido-
reduccidn, y que especificamente depende de grupos -SH. Esta
actividad citolitica es la primera de este tipo descrita en
amibas, y es debida a un factor diferente a la fosfolipasa y a la
amebaporo, las cuales saon las dos citolisinas amibianas que han
sido caracterizadas y purificadas. En la Tabla 2 se puede ver la
comparacidén de las caracteristicas de la actividad citolitica
descrita en este trabajo con las de la fosfclipasa y las de la
amebaporo.

El efecto sobre las células blancc se manifiesta inmediata-
mente, produciendo protusiones en areas delimitadas de la membrana

plasmitica, as{ como vacuolizacidén e hinchamiento de las células

hasta llevarlas a la muerte.
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La actividad se encuentra principalmente en la fraccién S$30.
El pH Sptimo de la actividad citolitica dependiente del Eh°® es
7.0. Es termoldbil, pues se inactiva completamente a los & min de
incubacidén a temperatura de ebullicidén. Probablemente se trata de
una proteina, pues al incubar la fraccidén $30 (fraccidm amibiana
con la mayor cantidad de proteasas) a 36°C, la actividad se pilerde
a las 3 h, indicando una probable digestién por las enzimas
presentes en §30. La actividad no es afectada hasta por tres
ciclos de congelacién-descongelacién.

Todas estas caracteristicas hacen pensar que este factor

pudiera ser importante en las primeras fases de invasién amibiana

a nivel intestinal.

PERSPECTIVAS.

Con la caracterizacidn de la actividad citolitica dependiente
del En°, es posible iniciar la purificacidén del factor responsable
Al llevar a cabo la purificacidn seri posikle analizar especifica-
mente la relacién del factor con la virulencia amiblana, realizan-
do andlisis desde varios enfoques comc seria probar su efecto
sobre diferentes cé&lulas, y sobre animales de experiwentacidn.
También teniendo el factor purificado podria analizarse su
antigenicidad y de ser antigénico, estudiar si confiere proteccidn
en animales infectados con amibas, para ver su importancia en el
mecanismo patogénico amibiano.

Otro enfoque seria lograr la secuenciacién de la citolisina y
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luegc la clonacién del gen, para después analizar su presencia en
cepas amibianas con diferente grado de virulencia y en cepas no

patogénicas. También al tener clonado el gen se podria facilitar
la obtencidn de la citolisina por ingenieria genetica y hacer los

estudios directos sobre su relevancia en la virulencia amibiana.
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