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RESUMEN 

Ricardo Zavala Góogora Fecha de graduación: Junio, 1996. 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Ciencias Biológicas 

Título del estudio: EFECTOS CITOLITICO DE UNA FOSFOLIPASA A*, 
y CITOPATICO DE UNA FRACCION VESICULAR 
DE Entamoeba histolytica SOBRE HEPATOCITOS 
HUMANOS, MEDIADOS POR LEUCOCITOS 
POLIMORFONUCLEARES HUMANOS. 

Area de estudio: Microbiología Médica 

El mecanismo patogénico de la amibiasis aún no se entiende cabalmente, en parte 

porque no se conoce la importancia relativa que tiene cada uno de los factores implicados 

en el proceso de destrucción de tejidos, especialmente la de cada una de las moléculas 

amibianas descritas hasta ahora como citolisinas. 

El absceso hepático amibiano consiste en áreas masivas de necrosis, compuestas de 

material granular, eosinofílico y necròtico, con restos nucleares, pocos leucocitos o 

amibas o ninguno de éstos. Se ha postulado que el proceso de destrucción tisular en el 

absceso hepático amibiano no se debe exclusivamente al parásito, sino que las amibas, 

li san a los LPMN y macrófagos que acuden a combatir la infección; y que estas células 

liberan sus enzimas hidrolíticas, que a su vez destruyen a las células del hígado. 

Entre las citolisinas amibianas descritas hasta ahora se encuentra una PLA2 

dependiente de caldo. 

Se ha visto que en la fracdón vesicular amibiana denominada P30, reside la mayor 

parte de las actividades hemolítica y dtolítica de los trofozoítos de K histolytica. Las 

fosfolipasas A2 residen en su mayor parte en la misma fracción y por lo tanto podría ser el 

factor o uno de los factores dtolíticos responsables de la destrucción inicial de los LPMN 

y macrófagos y de la subsecuente destrucción de los hepatocitos en el absceso hepático 

amibiano. Una de estas PLA2 con efecto citolítico directo fue purificada a 



homogeneidad, pero con rendimientos muy bajos. En base a estos antecedentes 

planteamos la hipótesis de que la inducción y liberación de productos de leucocitos PMN 

por la acción de una PLA2 son capaces de lisar in vitro hepatocitos humanos y, dado que 

P30 contiene la mayor actividad hemolítica y de fosfolipasa A2 de los trofozoitos de £ 

histofytica, esta fracción es capaz de potenciar su acción induciendo la liberación de 

productos cholíticos de LPMN humanos. 

Para poner a prueba nuestra hipótesis nos planteamos 3 objetivos principales que 

fueron: (I) Instrumentar un método de uso generalizado para analizar el efecto de 

preparaciones citoliticas en nuestro modelo experimental. (II) Analizar el efecto citolitico 

de LPMN humanos preincubados con fosfolipasa A2 de veneno de cobra {Naja 

mocambique) sobre hepatocitos humanos (células de Chang). (III) Analizar el efecto de 

LPMN preincubados con la fracción vesicular P30 sobre células de Chang 

Logramos instrumentar un modelo colorimétrico de uso generalizado para poder 

evaluar el efecto de nuestras preparaciones de ensayo. Con el método de citólisis 

debidamente instrumentado, encontramos que la PLA2 de veneno de cobra (a) lisó a las 

células de Chang en función de la dosis (de 0 a 21 ng), (b) cuando preincubamos por 6 h 

las mismas dosis de PLA2 con un número constante de 100 LPMN/ célula, se indujo una 

tisis directamente proporcional a la dosis de PLA2, pero con una pendiente mayor que la 

producida por la PLA2 sola. Con 21 ng de fosfolipasa el efecto citolitico por LPMN fue 

1.66 veces mayor que por el efecto directo de la fosfolipasa (c) cuando preincubamos 

eritrocitos humanos en un número equivalente en superficie de membrana a aquél que 

proporciona el numero de LPMN usado en el experimento anterior y con las mismas 

dosis de fosfolipasa observamos un efecto citolitico menor. Estos resultados confirmaron 

nuestra primera hipótesis. 

En base a esto y considerando que en la fracción P30 reside la mayor actividad 

hemolítica y de PLA2 de K histofytica probamos esta fracción amibiana utilizando las 

mismas condiciones y número de LPMN y encontramos que, en contra de lo que 

esperábamos, cantidades variables de P30 (de 0 a 50 mg de proteínas totales, con 0-100 

UH) mostraron los siguientes efectos: (a) La fracción P30 indujo un notable incremento 

de la capacidad que tienen las células de Chang para reducir el MTT, (b) Al preincubar la 
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fracción P30 con LPMN ta capacidad reductora de las células de Chang se incrementó 21 

veces aproximadamente. 

(c ) La fracción sola redujo el MTT en función de la dosis. 

En base a nuestros resultados, concluimos que (1) La PLA2 induce a los LPMN a 

producir y/o liberar moléculas dtoliticas que aumentan el efecto de la PLA2. (2) La 

fracdón P30 induce un notable incremento de la capaddad reductora de las células de 

Chang. Este efecto es aparentemente mayor cuando es mediado por LPMN humanos y 

utilizando altas concentraciones de P30. (3) Que a diferenda de lo que se ha reportado en 

otras células, P30, una fracdón subcelular de amibas conserva la capacidad de reducir d 

MTT. 

Firma dd Asesor: 

Dr. Jorge Castro Garza. 



1.1 Antecedentes 

La amibiasis es una enfermedad parasitaria que afecta al 10% de la población mundial. 

Es causada por el protozoario Entamoeba histolytica y es importante por su morbilidad y 

por su mortalidad (1,2). En la última década se ha visto una reducción significativa en la 

morbilidad y mortalidad de la amibiasis. Lo que pudiera deberse a una mayor y mejor 

disponibilidad, accesibilidad y utilización de los servicios médicos, permitiendo la 

temprana y oportuna identificación de casos de amibiasis invasore (la que habitualmente 

responde rápidamente al tratamiento). Además la mayor diponibilidad de antiamibianos, 

principalmente metronidazole puede también explicar la disminución de la incidencia de la 

amibiasis invasore y ios porcentajes de fatalidad de la enfermedad (3). A pesar de esto, la 

letalidad continúa elevada en áreas rurales de México (10.3%) y en las series de la 

bibliografía anglosajona otan de un 28.6 a 66.6% (4). 

La infección por E. histolytica tiene lugar cuando se ingieren los quistes del parásito 

(forma infectiva, no mótil) los cuales al llegar al intestino liberan a los trofozoítos (forma 

invasiva, mótil), estos puedo) vivir como comensales en la luz del intestino o bien 

atravezar las paredes y llegar vía porta al hígado y luego diseminarse a otros órganos 

(5, 6). Cuando este parásito invade el hígado, produce el absceso hepático amibiano que 

es la causa principal de muerte en enfermos con amibiasis. 

El absceso hepático amibiano consiste en áreas masivas de necrosis, compuestas de 

material granular, eosinofílico y necròtico, con restos nucleares, pocos leucocitos o 

amibas o ninguno de éstos en el centro de la lesión. 

El mecanismo patogénico de E. histolytica es un proceso multifactorial (7, 8) y al 

igual que en todos los microorganismos patogénicos, la virulencia depende de dos 

aspectos característicos de cada organismo: a) su invasivi dad o capacidad para 



multiplicarse y causar destrucción tisular localizada y b) su toxigenicidad o capacidad 

para producir y excretar sustancias que pueden causar lesiones distantes (c. ref. 9). Entre 

las actividades biológicas amibianas que se consideran importantes en la producción de 

lesiones están la adherencia a células blanco (10-13), la citóHsis (14, 15), Ja fagocitosis 

(16), la hidrólisis del moco que recubre y protege al intestino (17-19), la disolución del 

cemento celular y de la colágena (20-23), así como la acción de otras enzimas no 

específicas (24-27) y actividades tóxicas (28, 29). Para su estudio se han utilizado 

trofozoítos enteros y extractos amibianos en modelos animales experimentales y diversas 

líneas celulares en cultivo. Además una buena cantidad de información ha sido obtenida a 

partir de observaciones en tejidos humanos o de animales de laboratorio infectados con 

amibas (30). 

Las lesiones amibianas pueden ser producidas por un efecto directo o indirecto de los 

trofozoítos. Como efecto directo de los trofozoítos^ se ha demostrado (in vitro) la 

chólisis y la fagocitosis sobre células animales en cultivo y leucocitos. Este efecto puede 

constituir una porción importante del mecanismo patogénico de la amiba. El daño 

indirecto se ha inferido de estudios de biopsias humanas e infecciones en modelos 

experimenales en animales (c.ref. 9,31). 

1.1.1. Efectos Citopátkos y/o Citolítkos Producidos Directamente 

por K histolytica 

Trofozoítos de la cepa HM1 de E. histolytica provocaron la casi total destrucción de 

cultivos de células MDCK, estos resultados mostraron que la magnitud del efecto 

citopático producido por las diferentes cepas amibianas esta en relación directa con el 

grado de virulencia mostrado por las cepas in vitro (32). 

Utilizando monocapas epiteliales de células MDCK en cultivo se encontró que el 

mecanismo agresivo de los trofozoítos de £. histolytica es un fenómeno complejo 

multifactorial que incluye: a) daño de la membrana plasmática de las células efectoras por 



contacto y desplazamiento; b) fagocitosis de células epitelial« Usadas o aparentemente 

intactas pero desprendidas, y c) degradación intracelular de las células ingeridas (33). 

Trofozoítos de cepas virulentas de £ histotytica cultivados axenicamente fueron 

chopáticos para una variedad de células de mamifero in vitro (34, 35). Se han descrito 

3 efectos: desprendimiento y redondeamiento de monocapas celulares con preservación 

de la viabilidad celular (efecto dtopático) (19); muerte celular y fagodtosis (efecto 

dtotóxico) (14); y deantegradón celular (efecto dtolítico) (36). 

Mientras d efecto dtotóxico claramente es dependiente de contacto (37); d efecto 

dtopático y citoütico parecen ser independientes de contacto (38). 

1.1.2 Efectos de Extractos Amibianos Sobre Células en Cultivo 

Dosis variables de extractos totales de trofozoítos. causaron inhibidón de la 

incorporadón de [3H]-timidina al DNA nuclear en células de la línea CHO. La inhibidón 

de la incorporadón dependió de la dosis dd extracto (9). 

En extractos libres de trofozoítos se ha detectado y caracterizado actividad hemolítica 

(31) y dtolitica (39, 40) sobre células en cultivo. Los extractos amibianos presentan 

actividad hemolítica dependiente de la dosis y ésta es constante, reprodudble y específica 

de los extractos amibianos. Cada cepa amibiana tiene un perfil hemolitico característico, 

£ histotytica tiene una actividad hemolítica mas potente que la de otras espedes (9). 

Vargas-Vülaireal y Said Fernández (39) observaron una destrucdón completa de las 

células CHO premarcadas, que coinddió con la liberadón total de UTP, lo cual 

indicó que al menos uno de los factores dtolíticos de la fracdón amibiana vesicular P30 

pertenece al grupo 1 de la clasificación de Thelestam y Móllby (41), es decir, una 

dtolisina correspondiente al tipo de los agentes que producen daños extensos en la 

membrana plasmática, lo cual coincidió con lo observado en eritrodtos con los mismos 

extractos amibianos. 



Desde hace algunos años se ha propuesto a las fosfolipasas del tipo A como posibles 

factores patogénicos de E. histofytica. Interacciones m vitro, tanto de trofbzoítos enteros 

como de extractos amibianos con células susceptibles de mamífero mostraron que la 

actividad citolítica amibiana parece deberse a una fbsfolipasa A (15, 42-44), y a otros 

factores como la amebaporo (45, 46) proteasas (47, 48), hemolisinas (49) y a un factor 

de efecto inmediato dependiente del potencial de óxido-reducción (40). 

McCaul y col. (44) observaron con trofozoítos enteros de K histofytica y células de 

Chang premarcadas con [slCr], que la radioactividad liberada disminuyó en un 50% por el 

efecto de un inhibidor (inhibidor de Rosenthal) especifico para fosfolipasas del tipo A 

(50). 

Nuestro grupo de investigación observó que la fracción P30 proveniente de extractos 

de trofozoítos cultivados axénicamente de K histofytica, tiene 2 tipos de actividad 

fosfolipásica, una Ai y una A2 además de una lisofosfolipasa L¡. La actividad se debe al 

efecto de 2 fosfolipasas: una cuya actividad máxima se detecta a pH 3.5 y no requiere 

Ca** y la otra que sí lo requiere y cuya actividad máxima es a pH 8.0 (51). Long-Krug y 

coi. (42), utilizando extractos sonicados de cultivos axénicos de K histofytica, 

encontraron 2 actividades de fosfolipasas A2: una independiente de Ca** a pH ácido y 

asociada a la fracción soluble de dichos extractos y otra fuertemente asociada a la 

superficie de la membrana plasmática de las amibas, que es dependiente de Ca" y cuya 

actividad máxima se observa a pH 8.0. De acuerdo con estos resultados se propuso a la 

fbsfolipasa A2 dependiente de Ca" como uno de los factores citolíticos implicados en el 

mecanismo patogénico de la amibiasis (42). 

La actividad fosfolipásica se encuentra principalmente en la fracción P30 que contiene 

la mayor actividad hemolitica (52,53). Por ésto, la hemolisis y la citólisis podrían deberse 

a los mismos factores: una fbsfolipasa A2 y sus productos de hidrólisis. La actividad 

citolítica de los extractos amibianos descrita podría tener su contraparte en la amibiasis y 

desempeñar una función importante en la virulencia de E. histofytica. / 



1.13 Efectos Citopáticos y/o Citolíticos Producidos Indirectamente por 

E. histotytica Mediados por otros Factores u otras Células en Interacción 

con las Amibas 
» 

En experimentos m vitro las amibas o sus extractos causan la muerte de células en 

cultivo reden aisladas de hígado de rata o hámster o de líneas cdulares (54, 55). Sin 

embargo, hasta ahora no se han observado daños produddos directamente por 

trofozoítos de E histotytica a las células hepáticas de animales infectados 

experimentalmente por vía intrahepática (56). Por ello se ha sugerido un mecanismo 

dtolítico, mediado por leucodtos. 

Cuando se inoculan amibas intraportalmente en hámsters, los estados tempranos de la 

lesión se caracterizan por infiltradón cdular aguda, observándose un aumento en d 

número de LPMN, los cuales rodean a los trofozoítos. Los histiocitos y leucodtos Usados 

se encuentran en la periferia de las lesiones. Los hep«todtos cercanos a las lesiones 

muestran caminos degenerativos que llevan a la necrosis. En estados avanzados la 

extendón de la necrosis se incrementa, los macrófagos y células epiteloides reemplazan a 

la mayoría de los leucodtos y se desarrollan granulomas bien organizados (56). 

En d moddo experimental donde se inoculan amibas directamente al hígado dd gérbil 

(57, 58), las fases tempranas de las lesiones hepáticas amibianas estuvieron caracterizadas 

por una respuesta inflamatoria aguda la cual progresó rápidamente a ser granulomatosa 

5 días después de la inoculadón. Los LPMN fueron las células predominantes al inicio de 

la lesión, y más tarde los macrófagos e histiodtos rodearon la cavidad de la lesión en una 

corona fibrinosa. En humanos las lesiones tempranas también están caracterizadas por 

una área necròtica, la ausenda de fibrosis, y un infiltrado de LPMN (59). En d gérbil, la 

necrosis de células hepáticas, combinada con los productos Uticos secretorios de las 

células inflamatorias, probablemente agravan d proceso necròtico hasta que la fibrosis 

ocurre. Es probable que la respuesta granulomatosa ocurra como un resultado de la 

inefidenda de la respuesta inflamatoria aguda pani secuestrar y destruir a los trofozoítos 

(58); mientras que los trofozoítos sí son capaces de lisar a los LPMN (60, 61). 



Tsutsunri V. y col. (56, 62) y Chadee K. y col. (57, 58) han puesto de manifiesto la 

ausencia de un contacto directo entre las amibas y las células del parénquima del hígado 

durante los estadios iniciales de la necrosis hepática focal inducida por el parásito. Por 

otro lado, diversos investigadores han mostrado en modelos iti vitro que la muerte de las 

células blanco se produce solo cuando hay de por medio un contacto directo entre ellas y 

las amibas. Lo anterior sugirió que en el absceso hepático amibiano la dtólisis de los 

hepatoátos no es producida directamente por las amibas, sino que es el resultado de la 

acumulación y la subsecuente lisis de leucocitos y macrófagos que rodean a los 

trofozoítos (56,62). 

Salata y Ravdin, encontraron que E hisíofytica destruye monocapas de células 

hepáticas humanas de Chang o de la línea CHO y que la presencia de LPMN aumenta la 

destrucción de estas monocapas celulares. Cuando añaden catalasa la destrucción no 

disminuye. Este estudio establece que in vitro, la lisis de neutrófilos humanos por 

E hisíofytica aumenta la destrucción de células hepáticas y que este efecto no se debe a 

la liberación de productos oxidatívos de los neutrófilos. De acuerdo con este análisis, los 

LPMN intervienen en el proceso de daño tisular en el absceso hepático amibiano como 

células efectoras favoreciendo el daño tisular mas que ayudar a la resolución de la 

infección (55). 

1.1.4 Leucocitos Polimorfonucleares 

Los leucocitos polimorfonucleares o granulocitos son células del sistema inmune 

celular que comprenden aproximadamente el 60% de los leucocitos circulantes en el 

humano. El neutrófilo maduro es primordialmente una célula fagocitaria con 2 tipos 

diferentes de gránulos. Estos granulos se conocen como primarios o azurófilos que 

contienen hidrolasas acidas, mieloperoxidasa, numerosas proteínas catiónicas con 

actividad antibacteriana y liso zima; y los gránulos secundarios o específicos que contieno! 

lactoferrina y algo de lisozima. No se sabe la localización subcelular de la fosfatasa 

alcalina. En el neutrófilo maduro, 80-90% de los gránulos son específicos y 10-20% son 



azurófílos. Los neutrófilos tienen una vida media aproximada de 6-20 h en la sangre 

periférica y su supervivencia en los tejidos, en condiciones de equilibrio estacionario, es 

hasta de 5 días. Los granulodtos son producidos a razón de 1.6 x 109 cel/kg/día. Son 

capaces de emigrar hada los estímulos en presencia de numerosos factores 

quimiotácticos, incluyendo productos bacterianos, proteasas de los tejidos y componentes 

dd complemento. Una vez localizado en las zonas inflamatorias, d neutrófilo es capaz de 

fijar e ingerir materiales apropiadamente opsonizados. Los neutrófilos tienen receptores 

de membrana para C3 y para la porción Fe de las inmunoglobulinas. Después de la 

fagodtosis, aparece una secuenda compleja de eventos morfológicos y bioquímicos. Los 

prindpales fenómenos bioquímicos concomitantes a la fagodtosis, incluyen aumento en d 

metabolismo de los fosfolípidos, marcada estimuladón de la derivadón 

hexosamonofosfato y generadón de peróxido de hidrógeno. Diversos factores afectan la 

liberadón de las «nziraas lisosómicas que producen d daño hístico. La fagocitosis no 

necesita ocurrir antes de que las enzimas lisosómicas sean liberadas. En sí, los LPMN son 

células altamente capacitadas para destruir células invasoras ya que cuentan con variados 

mecanismos para ello (63). 

1.1.5 Estudio de la Actividad Citolítica o Citotóxica 

Como hemos visto £ histofytica posee diferentes moléculas y mecanismos para causar 

daño celular y tisular durante su invasión, entre los que se cuentan las dtoüsinas. Para d 

estudio dd efecto de estos factores es necesario contar con modelos in vitro que nos 

permitan analizar su actividad en forma precisa. Los métodos mas recientes se basan en la 

determinadón de la actividad m situ de algunas enzimas como indicadores de viabilidad 

celular. Estos son los prindpios en los que se basa el modelo dd MTT (3-(4,5-

dimetiltiazoW-il)^, 5-bromuro de difeniltetrazolio) descrito por Mosman (64). Este 

modelo se basa en la reduedón de una sal de tetrazolio (MTT), el anillo de tetrazolio del 

MTT es roto por d sistema de la tetrazolio succinato-reductasa (EC 1.3.99.1) el cual 

pertenece a la cadena respiratoria de la mitocondria y está activo solamente en células 

vivas (65). Esto lleva a la producción de cristales de formazán insolubles en agua. El 



formazán produce una coloración púrpura cuando se disuelve con isopropanol 

acidificado, esta coloración es cuantificable espectrofotométricamente a 545-570 nm y 

está en relación directa con el número de células vivas. De tal manera que una 

disminución en di número de células vivas por efecto de un agente dado se reflqa en una 

disminución de la absorbancia. Este modelo es ampliamente utilizado para medir 

citotoxicidad, proliferación o activación y viabilidad celular (66,67). 

Considerando lo antes expuesto postulamos las siguientes hipótesis: 

1.2 Hipótesis 

a) La acción de una PLAj sobre LPMN humanos induce la liberación de productos 

celulares que son capaces de lisar in vitro hepatocitos humanos. 

b) Dado que P30 contiene la mayor actividad hemolítica, citolítica y de PLA2 en los 

trofozoítos de £ histofytica, esta fracción es capaz de inducir la producción y/o 

liberación de productos citopáticos de LPMN humanos. 

13 Objetivos 

a) Instrumentar un método de uso generalizado para analizar el efecto citolítico de 

nuestras preparaciones en un modelo experimental. 

b) Analizar d efecto citolítico de LPMN humanos preincubados con PLA2 de veneno de 

cobra (N. mocambique) sobre células de Chang. 

c) Analizar el efecto de LPMN preincubados con P30 sobre células de Chang. 



1.4 Propósito del Trabajo 

El mecanismo patogénico de la amibiasis es un proceso multifactorial. De tal modo, no 

se conoce la importancia que tiene cada una de las moléculas implicadas hasta ahora. El 

propósito de este trabajo consistió en implementar un modelo in vitro que nos permitiera 

analizar el efecto cftoletal de P30 (rica en PLA2), en una linea celular de hepatocitos 

humanos; además de investigar ú este efecto se potencia al poner de por medio LPMN 

humanos en este modelo. En este trabajo también analizamos el efecto que tiene una 

PLA2 pura en el miaño sistema. 

Los resultados del presente trabajo nos permitieron anaiirar el papel que desempeñan 

las PLA2 y P30 sobre hepatocitos humanos mediado por LPMN. 

1.5 Secuencia dd Trabajo Experimental 

Para cumplir con nuestros objetivos dividimos el trabajo en 3 etapas: 

• La primera consistió en implementar las técnicas necesarias: 1) Un modelo para 

determinar el efecto citoletal sobre células de Chang, 2) Una técnica para purificar 

LPMN humanos y 3) Una técnica para obtener la P30. 

• En la segunda etapa determinamos el efecto citoletal de la PLA2 de N. mocambique 

sobre hepatocitos en cutivo y como se modifica este efecto en la presencia de LPMN. 

• La tercera etapa consistió en determinar el efecto átopático de P30 sobre hepatocitos 

en cultivo, y como es modificado este efecto con la presencia de LPMN. 



2.1 Origen de los Reactivos 

1. De Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USA): ácido ascòrbico, azida 

de sodio, azul de tripano, L-dstdna, dodecilsulfato de sodio, glucosa (dextrosa), 

seroalbúmina bovina (fracción V), reactivo de Folin Ciocalteau, trizma base, trizma-HCl, 

fosfolipasa A3 de Naja mocambique, MTT, PMS. 

2. De Merck (Alemania): rojo de fenol, 2,5 difeniloxazol (PPO); de Merck de México: 

cloruro de sodio, sulfato de magnesio, tolueno. 

3. De Reactivos Monterrey: hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, fosfato 

monobásico de potasio, fosfato dibàsico de potasio, ácido clorhídrico, cloruro de calcio. 

4. De Bioxón de México: peptona de caseína. 

5. De Mallinck RODT Chemical Works: citrato trisódíco. 

6. De J.T. Baker (México): alcohol etílico absoluto, bicarbonato de sodio. 

7. De Técnica química (México): cloruro de potasio. 

8. De Lakeside SA. (México): penicilina, sulfato de estreptomicina. 

9. De GIBCO Laboratories (Grand Island, N.Y., USA): medio MEM, 

polymorphprep® 

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



11. El extracto de hígado y páncreas, el suero de bovino y el suero fetal de bovino fueron 

procesados en el laboratorio de la División de Biología Celular y Molecular 

(CIBINrIMSS). 

2.2 Material Biológico 

2.2.1 Cultivo Axénico de Entamoeba histoiytica Cepa HM-1:ÍMSS 

La cepa HM-1 ;IMSS, abreviada en el texto como HM1, ha sido mantenida en cultivo 

bajo condiciona axénicas en nuestro laboratorio desde hace mas de 16 años. 

2.2.2 Hepatocitos Humanos (Células de Chang) 

Utilizamos la línea de células hepáticas de Chang (ATCC CCL 13) establecida por 

Chang, R.S. en 1954 a partir de tejido hepático humano no maligno (68), la cual nos fue 

gentilmente donada por la Dra. L. Martínez del Departamento de Farmacología de la 

Facultad de Medicina de la UANL. 

2.2.3 Leucocitos Polimorfonucleares Humanos (LPMN) 

Obtuvimos los LPMN a partir de sangre periférica humana (69-71). La sangre fue 

procesada dentro de dos horas luego de haber sido colectada. Separamos los LPMN 

como se describe mas adelante en métodos. 



2.3 Preparación de los Medios de Cultivo y Soluciones 

Indicamos las concentraciones de los medios de cultivo y soluciones madre con un 

número seguido de una X que representa su concentración respecto a la solución de 

trabajo o solución IX. Preparamos las soluciones con agua desionizada (4.0 Megaohms, 

desionizador Sybron/Barstead Co. Div. de Sybron Corporation, Boston, MA, USA.). 

23.1 Medios de Cultivo 

2.3.1.1 Preparación del MEM Basal 

Disolvimos el contenido de un sobre (12 g) con 800 mi de agua desionizada, añadimos 

2.2 g de NaHCOs. Ajustamos el pH a 6.7, añadimos 10 mi de la solución de antibióticos 

100 X y aforamos a 1 1. Esterilizamos por filtración a través de membranas de 

nitrocelulosa HAWP, poros de 0.22 pm (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). 

Distribuímos en alíquotas de 85 mi en botellas estériles de borosilicato con tapón de 

rosca. Guardamos a 4°C hasta su uso. 

2.3.1.2 Solución 100 X de Antibióticos (Penicilina-Estreptomicina) 

Penicilina G-sódica 200,000 UX y sulfato de estreptomicina 0.5 g. Disolvimos los 

componentes en 100 mi de agua desionizada y esterilizamos la solución por filtración. La 

almacenamos a -20°C en alíquotas de 10 mi en tubos estériles con tapón de rosca de 

16 x 100 mm, Pyrex. 

2.3.1.3 Preparación y Almacenamiento del Medio MEM Completo 

En condiciones asépticas, agregamos 15 mi de suero fetal bovino esterilizado por 

filtración a cada frasco conteniendo 85 mi de medio MEM basal (solución de trabajo 1 2Q 

y los guardamos a 4°C hasta su uso. 



2.4 Obtención del Suero Bovino y Suero Fetal de Bovino 

Obtuvimos el suero a partir de la sangre que colectamos en el rastro municipal en 

probetas de plástico de 21. Incubamos la sangre por 6 h a 36°C y separamos el coágulo 

de las paredes de la probeta con una varilla de vidrio. Refrigeramos toda la noche, 

recuperamos el suero centrifugando a 3,000 rpm/30 min y lo guardamos a -20°C en 

botellas de 11. 

Descongelamos el suero y lo filtramos por una serie de membranas con tamaño de 

poro desde 10 hasta 0.22 jim, utilizando presión positiva de N2 antes de esterilizarlo en 

condiciones asépticas a través de membranas HAWP con poros de 0.22 Jim. Distribuímos 

el suero en alíquotas de 100 mi en botellas estériles de borosílicato con tapón de rosca. 

Para descomplementar el suero, lo calentamos durante 30 min a 56°C, lo enfriamos a 

temperatura ambiente y lo almacenamos a -20°C hasta su uso. 

2 ¿ Preparación del Medio de Cultivo PEHPS 

2.5.1 EHP (72). 

2.5.1.1 Preparación y almacenamiento. Para cada lote de EHP utilizamos 350 g de 

páncreas de bovino, 350 g de páncreas de cerdo y 1000 g de hígado de bovino; los 

limpiamos de tejido conectivo y los lavamos con NaCl al 0.85%; los cortamos en trozos 

pequeños y los molimos con un molino de carne eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L.); el 

producto lo licuamos y mezclamos con 1.354 volúmenes de PBS, pH 8.0 precalentado a 

56°C. Para asustar el pH agregamos 10 mi de NaOH 10 N por cada 2,800 mi del licuado 

y lo incubamos durante 4 h a 37°C. Esta mezcla la colocamos en un vaso de precipitado 

de 4 1 de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware División, N.Y., USA) y la 

calentamos en autoclave a 121°C por 15 min. Inmediatamente después retiramos el 

sobrenadante con un colador y filtramos a través de ocho gasas superpuestas. Mezclamos 

el producto con tierra de diatomeas (250 mi de tierra blanca, Hifio Estándar/1 de extracto) 

y lo filtramos pasándolo a través de un colchón de 400 mi de tierra de diatomeas 

(Estándar Super Celi) sobre matraz Kitasato de 41). Preparamos el colchón suspendiendo 



200 mi de tierra en agua desionizada, aforando a 1 1. Pasamos la mezcla a través de un 

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

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

que se formaran grietas. El producto final lo almacenamos a -20°C hasta el momento de 

usarlo. 

2.5.2 PEHP 

Para su preparación disolvimos peptona de caseína (10 g); glucosa (6 g); L-cisteína 

(1 g); ácido ascórbico (0.2 g): KH2PO4 (0.6 mi) y K2HP04 (1 g) en 500 mi de agua 

desionizada. Descongelamos el extracto de hígado y páncreas y lo filtramos por papel 

Whatman No. 1. Tomamos 250 mi y los agregamos a los demás componentes, ajustamos 

el pH a 7.0, aforamos a 1 1 y distribuimos 10 mi de medio en tubos de cultivo de 

borosilicato de 16 x 125 mm con tapón de rosca (Pyrex o Kimax), o 350 mi en frascos 

para cultivo en suspensión de 500 mi fspinnersw, Bélico Glass Inc. Vineland, NJ, USA). 

Esterilizamos por autoclave a 15 Ib/pulg2/! 5 min. Almacenamos a temperatura ambiente. 

2.53 PEHPS 

Añadimos asépticamente a los tubos con 10 mi de medio basal PEHP, 1 mi de suero 

de bovino descomplementado o 35 mi a los "spinners" con 350 mi del medio. 

2.6 Composición y Preparación de las Soluciones 

2.6.1 Solución de Tripsina al 2.5% 

Disolvimos 2.5 g de tripsina en 100 mi de agua desionizada mediante agitación lenta a 

4°C toda la noche. Filtramos en papel Whatman No.l. Esterilizamos por filtración 

(0.22 jim) y guardamos a -20°C en alíquotas de 10 mi. 



2.6.2 Tripsina-TD 0.25% (1 X) 

Mezclamos 5 mi de la solución de tripsina al 2.5%, 0.3 mi de rojo de fenol al 1%, 

0.5 mi de la solución de estreptomicina-penicilina (100 X) y aforamos a 50 mi con salino 

TD 1 X- Esterilizamos por filtración y distribuímos en aliquotas de 6 mi en tubos de 

borosilicato de 13 x 100 mm con tapón de rosca estériles. Almacenamos a -20°C. 

2.6.3 Solución de Rojo de Fenol al 1 % 

Disolvimos 1 g de rojo de fenol en 6 mi de NaOH 1 Ny aforamos a 100 mi con agua 

desionizada. Filtramos por papel Whattman No.l y almacenamos a -20°C. 

2.6.4 Salino TD 1X 

Disolvimos NaCl (8 g), Na2HP04 (0.1 g), KC1 (3.75 g) y Trizma base (3 g) en 700 mi 

de agua desionizada. Añadimos 15 mi de HCi 1 Ar y agitamos hasta que la solución 

adquirió la temperatura ambiente (15 min). Ajustamos el pH a 7.4 con HCI 1 N y 

aforamos a 1 1 con agua desionizada. Distribuímos en frascos de vidrio cada 100 mi y 

esterilizamos por autoclave a 15 lb/pulg2/15 min. Almacenamos a temperatura ambiente. 

2.6.5 PBS 

Disolvimos NaCl (6.5 g), K2HPO4 (2.8 g) y KH2PO4 (0.4 g) en 11 de agua desionizada 

y ajustamos el pH a 7.5 con NaOH 10 tí- Distribuimos la solución en frascos de 

borosilicato de 100 mí y esterilizamos por autoclave a 15 lh/pulg2 durante 15 min. 

Almacenamos a 4°C. 



2.6.6 SSB 1 X 

Pesamos CaCfe (0.07 g), glucosa (1 g), NaCl (7.2 g), KC1 (0.4 g), MgSO« (0.2 g), y 

Trizma base (0.12 g). Estos ingredientes los disolvimos en 800 mi de agua desionizada y 

ajustamos el pH a 7.0 con HC1 5 N. Aforamos a 1 1 y ajustamos la osmolaridad a 

300 ± 10 mOsm/Kg con NaCl. Esterilizamos por filtración distribuyendo aliquotas de 100 

mi de la solución en frascos estériles con tapón de rosca y los almacenamos a -20°C. 

2.6.7 PLAj (EC 3.1.1.4) de N. mocambique 

Preparamos las concentraciones de PLAa (1,865 unidades por mg de sólido, 1,865 

unidades por mg de proteína, pl= 8.8) de acuerdo a nuestras necesidades de ensayo en 

SSB. 

2.6.8 Preparación del MTT 

Preparamos 10 mi de una solución de 2 mg/ml de MTT en SSB y la esterilizamos por 

filtración con membranas de nitrocelulosa con poro de 0.22 pm. Almacenamos a 4°C a 

resguardo de la luz hasta su uso. 

2.6.9 Preparación del PMS 

Preparamos 5 mi de una solución de 3.55 mg/ml de PMS en agua desionizada y la 

esterilizamos por filtración con membranas de nitrocelulosa con poro de 0.22 pm. 

Almacenamos a 4°C a resguardo de la luz hasta su uso.. 

2.6.10 Isopropanol Acidificado 0.04 M 

Mezclamos 2 mi de HCI1M con 48 mi de isopropanol. Almacenamos a temperatura 

ambiente. 



2.6.11 Colorante de Wrigtat 

Mezclamos 0.28 g del colorante de Wright con 100 mi de metanol. Agitamos 1 h 

tapado y filtramos en papel Whatman No.l. Almacenamos en frascos ámbar hasta su uso. 

2.6.12 Solución de Azul de Tripano al 0.1% 

Disolvimos 0.1 g de azul de tripano en 100 mi de SSB. 

2.6.13 Solución de Alsever 10 X 

Mezclamos y disolvimos citrato trisódico (5.37 g), ácido chrico-HíO (1.87 g), glucosa 

(dextrosa) (5.36 g) y cloruro de sodio (5.27 g) en agua bidesrilada, aforamos la solución 

a 100 mi y la esterilizamos por filtración, a través de una membrana de nítrocelulosa (con 

poros de 0.22 jim) y llenamos tubos para cultivo con 10 mi de esta solución. Tapamos 

bien los tubos y los almacenamos a -20°C. 

Preparamos la solución de trabajo descongelando el contenido de un tubo de solución 

10 JC y diluyéndola con 90 mi de agua bidestilada estéril. Usamos inmediatamente esta 

solución isotónica (290 mOsm/kg). 

2.6.14 Polyroorphprep* (G1BCO Laboratories, Grand Island, N.Y., USA) 

Es una solución estéril para d aislamiento de granulocitos polimorfonucleares (PMN) 

de sangre total en un sólo paso; está compuesta de 13.8% (p/v) de metrizoato de sodio y 

8.0% (p/v) de dextrán 500. Tiene una densidad de 1.113 ± 0.001 g/ml y una osmolaridad 

de 460 ± 5 mOsm/Kg. 

El producto es estable durante 5 años conservándolo estéril y protegido de la luz a 

temperatura ambiente (20°C). 



3. METODOS 

3.1 Tratamiento del Material Para el Cultivo de Amibas 

3.1.1 Lavado 

El lavado del material de borosilicato para el cultivo de amibas (tubos, botellas y 

frascos) comprendió los siguientes pasos: 1) enjuague, durante por lo menos 24 h en 

hipoclorito de sodio, diluido al 1% en agua de la llave; 2) tallado con escobillón y 4 

enjuagues con agua de la llave; 3) enjuague por lo menos 24 h con ácido clorhídrico 

diluido al \% con agua de la llave, 4) tallado con escobillón y 7 enjuagues con agua de la 

llave; 5) tres enjuagues con agua destilada y 6) secado en horno a 200°C por 3 h con d 

material colocado boca abajo en canastillas metálicas. 

Las pipetas serológicas (Bélico Glass Inc. N.J., USA) y las pipetas Pasteur las lavamos 

de la »guíente manera: 1) remojo en PCC-54 al 2% en pípeteros de polipropileno 

(Nalgene, Labware División, N.Y., USA) por lo menos 24 h; 2) enjuague en un sifón para 

lavar pipetas (Nalgene) por lo menos 2 h; 3) dos enjuagues por inmersión en pipeteros 

con agua destilada; 4) secado en homo a 200°C por 3 h. 

Los bulbos contaminados con material biológico y los tapones de los recipientes de 

cultivo los remojamos en cloruro de benzalconio (dermo-Qrit; DERMO, MEX) al 1% 

por lo menos 24 h y enjuagamos 7 veces con agua de la llave y 4 veces con agua 

destilada, después los dejamos escurrir boca abajo a temperatura ambiente para secarlos. 

3.1.2 Esterilización del Material 

En general, todo el material de borosilicato para el cultivo de amibas y células de 

mamífero lo esterilizamos en autoclave. Los tubos, frascos y botellas los esterilizamos 



con los tapones flojos los cuales apretamos al terminar d tiempo de esterilizadón estando 

aún calientes los tubos. El material asi esterilizado lo almacenamos protegido dd polvo a 

temperatura ambiente, hasta su uso. 

3.2 Cultivos Axénicos de Entamoeba kistotytica Cepa HM-1:IMSS 

3.2.1 Resiembra y Mantenimiento 

Antes de cada resiembra observamos los cultivos en un microscopio invertido (Biovert, 

Reichert, Austria) para comprobar d buen estado morfológico y la movilidad de las 

amibas. De los tubos observados escogimos d mejor cultivo y lo colocamos en agua-

hielo de 10 a 15 min al término de los cuales homogenizamos d cultivo por inversión 

suave dd tubo (5 a 6 veces) y determinamos la densidad celular ea un hematocitómetro 

(American Optica], Sdentific Instruments Div., NY, USA). 

En cada resiembra sembramos 3 tubos con 11 mi dePEHPS con un inóculo de 1 x 103 

trofozohos/ml cada uno y los incubamos a 37°C; repetimos este protocolo cada 3 días, 

cuando las amibas se encuentran en d segundo t o d o de su fase logarítmica de 

crecimiento. 

3.2.2 Curva de Crecimiento 

Inoculamos 30 tubos de cultivo (PEHPS) con 1 x 103 amibas/ml e incubamos a 37°C. 

Cada 24 h determinamos la densidad celular de 3 tubos en un hematodtómetro. Con los 

datos obtenidos calculamos la media y desviadón estándar a cada intervalo de la curva de 

crecimiento y con los valores obtenidos, por regresión linear, calculamos el incremento y 

el tiempo de duplicadón celular. 



3.23 Obtención de la Biomasa Amibiana (Cultivos Masivos) 

Obtuvimos la biomasa amibiana necesaria cultivando axénicamente la cepa HM1 en 

suspensión en frascos para cultivos masivos "spinners" usando PEHPS como medio de 

cultivo (72, 73). Inoculamos 1 x 104 amibas/ml en cada "spinner" e incubamos 48 b a 

37°C en condiciones estáticas, y 24 h en agitación (50 rpm) a 37°C. 

3 3 Obtención de Extractos Celulares 

33.1 Cosecha Amibiana y Obtención de P30 

Enfriamos los spinners conteniendo los trofozoítos creciendo en su fase logarítmica 

por 15 min en agua-hielo. A partir de aquí todo el proceso lo desarrollamos a 4°C. 

Lavamos los cultivos masivos amibianos con PBS centrifugándolos a 1,200 x g por 

10 min. Resuspendimos el sedimento con 2 volúmenes de PBS y lo homogeneizamos con 

un homogeneizador tipo Elvqem Pother (50 golpes) para obtener un extracto total. Este 

extracto lo centrifugamos a 135 x g por 15 min para obten«" la fracción nuclear y el 

sobrenadante correspondiente, éste sobrenadante lo centrifugamos a 30,000 x g por 

15 min para obtener el sedimento correspondiente a la fraccción P30 (Fig.l), esta 

fracción la resuspendimos en 2 volúmenes de PBS y la guardamos a -70°C hasta su uso. 

3.4 Cuantifícación de Proteínas 

Determinamos la concentración de proteínas en muestras biológicas particuladas 

mediante el método de Lowry y col. (75). Las concentraciones de las fracciones 

cromatográfrcas fueron determinadas espectrofotométricamente, tomando como base que 

1 AOT ~ 1 mg/ml en celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria óptica. 



Fig. 1. Diagrama de flujo de la obtención de la fracción vesicular P30 de E. histotytica. 

3.5 Determinación de la Actividad Fosfolipásica 

3.5.1 Cromatografia en placa fina 

Comprobamos la acthldad de fosfolipasa de tipo A2 de la fracción P30 utilizando 

corno substrato L-l-dipalmitoil -[palmitoil-l-l4C]-fosfatidilcolina ([UC]FC). Este 

substrato está marcado en el carbón 1 del ácido palmi tico esterificado en la posición 2 del 

glicerol, considerando que si la radioactividad se localizaba en la mancha cromatogràfica 

correspondiente a [l4C] ácidos grasos libres (AGL), la fosfolipasa sería de tipo A2-



Diluímos los lípidos marcados con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a una 

concentración especifica de 1800 jiCi/mole y solubilizada en presencia de 0.4% de tritón 

X-100. Analizamos los productos de la hidrólisis» según el método descrito por 

Opperdoes (55), después de incubar a 37°C por 2.5 h, paramos la reacción con 25 pl de 

una mezcla conteniendo 0.75 mg/ml de FC, 1 mg/ml de AGL y 1 mg/ml de 

lisofosfátidilcolina (LFC) en ácido trícloroacético-butanol (5%), agitamos los tubos en un 

vórtex y aplicamos 25 |il de cada muestra en placas cromatográficas de sílica gel 

(Whatman, de borosilicato, 10 x 10 x 1 cm), separamos los productos de la hidrólisis 

usando una mezcla de disolventes para lípidos polares (doroformo-metanol-ácido 

acético-agua, 170:40:16:8). Después colocamos las placas en una cámara saturada con 

vapor de yodo donde las manchas lipídicas se revelaron como puntos amarillos o cafés 

sobre fondo blanco. Colectamos cada una de las manchas por separado raspándolas con 

una navaja de bisturí. Mezclamos cada mancha con 5 mi de mezcla para centelleo líquido 

en viales de borosilicato de 20 mi de capaddad y determinamos la radioactividad en las 

manchas correspondientes a FC, LFC, y AGL, la cuantificadón la hicimos en un 

espectrofbtómetro de centelleo liquido. La radioactividad la encontramos en las manchas 

correspondientes a [14C] ácidos grasos libres, lo cual significó la presenda de actividad 

fosfolipásica de tipo A2 en los extractos amibianos. 

3.6 Cultivo de Células de Chang 

3.6.1 Resiembra y Mantenimiento 

A partir de una botella de cultivo de 25 cm2 (Falcon, CA, USA) con una monocapa 

confluente de células de Chang, retiramos por sucdón d medio de cultivo en condidones 

asépticas y agregamos 2 mi de tripsina al 0.25%. Incubamos 5 min a 36°C y agregamos 

4 mi de medio de cultivo completo. Resuspendimos suavemente y transferimos la 

soludón a un tubo cónico graduado de 12 mi, estéril y con tapón de rosca. Lavamos 2 

veces con SSB centrifugando a 600 x g por 5 min (cosecha celular). Resuspendimos d 

paquete celular con 5 mi de medio de cultivo completo y contamos en un 



hematocitómetro. Sembramos 1 x 103 células/ml en botellas de cultivo nuevas y 

agregamos a cada una 4 mi de medio de cultivo completo. Incubamos a 36°C con 

atmósfera húmeda y 5% de CO2 con los tapones semiflojos. 

3.6.2 Crioconservación de las Células de Chang 

Cosechamos las células en un tubo cónico graduado como lo describimos 

anteriormente y las resuspendimos en medio de cultivo completo con 10% de 

dimetilsulfóxido y 20% de suero fetal de bovino. Ajustamos la densidad celular a 1 x 106 

células por mi. Colocamos 1 mi de esta suspensión celular en tubos estériles de 

polipropileno de 2 mi (A/S Nunc, CA, USA) y las congelamos 3 h a -20°C, 3 h a -70°C 

y finalmente las almacenamos en N2 liquido (-196°C). 

3.6.3 Desconp elamiento de las Células de Chang 

Tomamos un tubo conteniendo el cultivo celular congelado e inmediatamente lo 

pusimos a 36°C en baño maria hasta descongelarlo. Distribuimos el contenido en 

2 botellas de cultivo de 25 cm2 y agregamos 4 mi de medio de cultivo completo a cada 

una. Incubamos hasta que las células se adhirieron al substrato (2 h) y cambiamos el 

medio de cultivo por medio nuevo para eliminar el dimetilsulfóxido. 

3.6.4 Limpieza de la incubadora de CO2 

Cerramos los tapones de todas las botellas de cultivo y colocamos los cultivos en un 

lugar seguro y sin comentes de aire. Lavamos las charolas con SDS al 1% y después con 

etanol comercial al 96%. Las esterilizamos en el homo a 200°C por 3 h. Lavamos el 

recipiente de agua y el interior de la incubadora con SDS al 1% y enjuagamos con agua 

destilada. Lavamos con etanol y lo dejamos evaporar. Llenamos el recipiente con agua 

destilada, colocamos un juego de charolas previamente lavadas y horneadas e incubamos 

nuevamente los cultivos celulares aflojando los tapones de las botellas de cultivo. 



3.6.5 Curva de Crecimiento de las Células de Chang 

Sembramos 1 x 104 células de Chang en cajas Petri de plástico de 2 mi e incubamos a 

diferentes tiempos a 36°C con atmósfera húmeda y 5% de CO2. Cada 24 h a cada una de 

las cajas le retiramos el medio de cultivo y le agregamos 1 mi de tripsina al 0.25%, 

incubamos 10 min en las condiciones anteriores y le agregamos 1 mi de medio de cultivo 

completo. Homogeneizamos y determinamos la densidad celular de cada caja (por 

triplicado) en un hematochómetro. 

3.7 Recolección y Purificación de los LPMN Humanos (Fig. 2). 

3.7.1 Preparación de las Muestras de Sangre 

Usamos sangre humana total heparinizada. Todo el oroceso de separación de los 

LPMN lo llevamos a cabo a temperatura ambiente. Procesamos la sangre antes de 

cumplir 2 h después de obtenida del donador. 

3.7.2 Preparación del Gradiente de Polymorphprep® 

Colocamos cuidadosamente 5 mi de sangre total sobre 3.5 mi de Polymorphprep® en 

un tubo de polipropileno de 12 mi, evitando mezclar la sangre con el liquido de 

separación, permitiendo asi, la formación del gradiente de separación. 

3 .73 Separación de los LPMN 

Centrifugamos las muestras sobre el Polymorphprep® a 450-500 x g por 25 min en 

una centrífuga con rotor de ángulo variable a 20°C. 



3.7.4 Recuperación de LPMN 

Después de la centrifugación observamos 2 bandas de leucocitos. La banda superior 

en la interfase muestra/medio consiste de células mononucleares, mientras que en la 

segunda banda inferior se encuentran los LPMN. Los glóbulos rojos sedimentaron al 

fondo del tubo. Cosechamos las bandas celulares por punción del tubo con una jeringa de 

tuberculina y diluímos la fracción con los LPMN con un volumen de una solución de 

NaCl 0.45% para restaurar la osmolaridad normal. 

3.7.5 Lavado de los LPMN 

Transferimos la suspensión celular a un tubo de 3 mi y añadimos 5 mi de SSB. 

Centrifugamos a 400 x g por 10 min a 20°C. Resuspendimos los LPMN en 5 mi de SSB y 

repetimos el lavado una vez más. 

PURIFICACION DE LPMN 

Obtener la 
banda de LPMN 

Figura 2. Método de Obtención y Purificación de LPMN. 



3.7.6 Lisis de los Eritrocitos 

Retiramos el sobrenadante y resuspendimos el paquete de LPMN en 500 pl de SSB, 

agregamos 1,500 pl de agua desionizada fria (4°C) y resuspendimos para eliminar los 

eritrocitos contaminantes, agregamos 290 pl de solución de NaCl al 3% para restaurar la 

osmoiaridad y 5 mi de SSB. Centrifugamos 5 min a 400 x g. Resuspendimos en 4 mi de 

SSB y determinamos la densidad mediante cuenta en un hematocitómetro. 

3.7.7 Tinción de los LPMN 

Hicimos frotis a partir de cada una de las bandas y los teñimos con el colorante de 

Wright. Comprobamos con observaciones al microscopio de contraste de fases la 

presencia de PMN en su banda correspondiente y la ausencia de éstos en las demás 

bandas. Después de la purificación comprobamos la viabilidad de los LPMN en SSB 

utilizando azul de tripano. 

3.8 Modelo Colorimétrico Para Determinar Citotoxicidad Usando MTT 

3.8.1 Siembra de la Microplaca 

A una caja de cultivo con monocapa confluente retiramos el medio por succión con 

vacio y agregamos 2 mi de tripsina al 0.25%. Incubamos 10 min a 37°C hasta que las 

células se despegaron de la caja Agregamos 5 mi de medio de cultivo completo y 

resuspendimos suavemente. Pasamos toda la suspensión celular a un tubo cónico 

graduado de vidrio de 12 mi con tapón de rosca, estéril y lavamos 2 veces centrifugando 

a 600 x g por 5 min. Retiramos el sobrenadante y resuspendimos en 4 mi de medio de 

cultivo completo. Contamos el número de células en un hematocitómetro y prepararnos 

una suspensión de 1.5 x 10s células/ml. Sembramos 3 x 104 células en 200 pl de MEM 

completo por pozo en microplacas de poliestireno de 96 pozos (Corning Glass Works; 

Corning, New York 14831). Incubamos 24 h a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de 

CO2 para que se forme la monocapa confluente. 



3.8.2 Ensayo Colorimétrko 

Lavamos 2 veces cada pozo con 200 ¿il de SSB. Agregamos 25 jil del agente o 

suspensión célular o la mezcla de ambos a probar e incubamos 1 h o tiempos variables a 

36°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Luego de la incubación lavamos cada pozo 2 

veces con 200 jil de SSB y agregamos 50 pl de MTT 4.82 mM (0.1 mg en SSB) u otra 

concentración 9 se indica y 10 de PMS 1.89 mM (0.035 mg en agua desionizada) por 

pozo. Incubamos 75 min o tiempos variables a 36°C en atmósfera húmeda con 5% de 

CO2. Lavamos como en el paso anterior y agregamos 210 pl de alcohol isopropílico 

acidificado (HC1 0.04 M en isopropanol). Dejamos reposar aproximadamente 10 min y 

resuspendimos con pipeta de repetición. Pasamos el sobrenadante a una microplaca nueva 

y leímos su absorbancia a 545 nm con un filtro diferencial de 630 nm en un lector de 

microplacas (EIA multiwell reader, Sigma Diagnostics) (Fig. 3). Para calcular la dosis 

citolítica media del agente dado utilizamos el análisis de regresión lineal y análisis de 

correlación (75). 

MODELO COLORIMETRICO (MTT) 

Figura 3. Determinación de la viabilidad, toxicidad y activación 
celular utilizando una sal de tetrazobo (MTT). 



3.8.3 Determinación del Tiempo Optimo de Reducción del MTT 

A 16 seríes de tres pozos con monocapas de células de Chang lavadas con SSB 

agregamos SO pl de MTT 4.82 raM; a un grupo de 8 series le agregamos 10 pl de PMS 

1.89 mM y al otro grupo le agregamos 10 pl de SSB. Incubamos de 0 a 120 min a 36°C 

en atmósfera húmeda de CO3 al 5%. Cada 15 min lavamos una serie de cada grupo, 

2 veces con 200 pl de SSB. Proseguimos el método como describimos anteriormente. 

3.8.4 Determinación de la Mejor Longitud de Onda Para Registrar la DO 

Producida por la Reducción del MTT 

Luego de disolver los cristales de formazán formados por la reducción del MTT por 

monocapas confluentes de células de Chang, determinamos su absorbancia en longitudes 

de onda desde 320 nm hasta 600 nm en un espectofotómetro Beckman DU® 650i. 

3.8.5 Determinación de la Concentración Optima de MTT en Nuestro Modelo 

A series de tres pozos con monocapas de células de Chang lavadas con SSB 

agregamos 50 pl de MTT (en concentraciones de 1, 2, 4 y 8 mg/ml) y 10 pl de PMS 

(1.89 mM). Proseguimos con el método como describimos anteriormente. 

3.8.6 Relación Entre la Densidad Celular y la Reducción del MTT 

Sembramos cantidades variables de células (desde 5 x 103 hasta 6 x 104) en 200 pl de 

medio MEM completo por pozo en microplacas de 96 pozos. Incubamos los cultivos por 

20-24 h a 36°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2 para que se formara la monocapa. 

Lavamos 2 veces los pozos con 200 pl de SSB cada vez. Agregamos 25 pl de SSB e 

incubamos por 1 h en las condiciones mencionadas. Lavamos los pozos 2 veces con 

200 pl de SSB y agregamos 50 pl de MTT (4.82 mM) y 10 pl de PMS (1.89 mA¿). 

Incubamos 75 min en las condiciones anteriores. Proseguimos con el método como 

describimos anteriormente. 



3.8.7 Determinación de la DCM del Tritón X-IOO 

A seríes de tres pozos con monocapas de células de Chang lavadas con SSB 

agregamos 25 pl de Tritón X-100 a diferentes concentraciones (de 0.0005 a 0.5% v/v) e 

incubamos por 1 h a 36°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. En seguida, lavamos 

con SSB, agregamos el MTT y el PMS y proseguimos como se indica anteriormente. 

3.9 Determinación de la DH* de la PLA2 de N. mocambique y de P30 

Calculamos la potencia hemolítica de la PLA2 mediante la liberación porcentual de 

hemoglobina. Colectamos 5 mi de sangre de rata tipo Sprague Dawley en tubo de ensaye 

conteniendo solución de AIsever (1:1; v/v). Centrifugamos a 2,000 rpm/15 min a 

temperatura ambiente y desechamos el sobrenadante junto con los leucocitos. Obtuvimos 

los eritrocitos y los lavamos con SSB (1:1; v/v). Retiramos el sobrenadante y distribuímos 

los eritrocitos en tubos de polipropileno (eppendorf de 1.5 mi) para guardar a 4°C. 

Tomamos 150 de este paquete de eritrocitos y lo diluímos en 625 pl de SSB (solución 

al 20%). De esta solución, distribuimos 25 ¿il en tubos eppendorf de 1.5 mi y agregamos 

a cada uno concentraciones variables de PLA2 de N. mocambique (desde 0.681 ng hasta 

17.04 ng) en 25 ni de SSB o concentraciones variables de P30 (desde 6.25 hasta 50 pg 

de proteína) en 25 jil de SSB. Incubamos 1 h a 37°C para la PLA2 y 3 h a 37°C para la 

P30. A los tubos de prueba agregamos 1 mi de SSB; a los controles positivos agregamos 

1 mi de agua destilada para la liberación total de hemoglobina. Centrifugamos a 

4,000 rpm por 2 min (en microfuga Beckman), recobramos el sobrenadante y 

determinamos la absoibancia a 415 nm utilizando un lector de microplacas (EIA multi-

well, Sigma Diagnostica, St. Lotiis, MO, USA) 



3.10 Determinación de la DCst de la PLAj de N. mocambique 

A seríes de tres pozos con monocapas de células de Chang lavadas con SSB 

agregamos 25 pl de PLA2 de N. mocambique a diferentes concentraciones (de 0 a 17 ng 

de PLA^pozo) e incubamos por 1 h a 36°C en atmósfera húmeda con 5% de CCh-

Lavamos con SSB, agregamos el MTT y d PMS y proseguimos como indicamos 

anteriormente. 

3.11 Efecto de Concentraciones Variables de Extractos Totales 

de LPMN Sobre Células de Chang en Cultivo 

Suspensiones conteniendo diferentes números de LPMN las sometimos a 3 ciclos 

repetidos de congelación-descongelación en nitrógeno líquido. Incubamos los extractos 

celulares de LPMN con las células de Chang eo proporciones de LPMN: células de 

Chang (de 0:1 hasta 100:1) por 1 h a 36°C. Después de este tiempo lavamos los cultivos 

y agregamos el MTT y el PMS y proseguimos el ensayo como describimos 

anteriormente. Nuestro control consistió en células de Chang incubadas en SSB en lugar 

de los extractos de LPMN (100% de células vivas). Después de la interacción, 

corroboramos la viabilidad de las células de Chang por la exclusión de azul de trípano. 

Para descartar la posibilidad de que los extractos de los LPMN tuvieran la capacidad 

de reducir el MTT y encubrir nuestros resultados, incubamos extractos de LPMN solos 

con MTT y PMS. 



3.12 Lisis de Célalas de Chang por Efecto de la PLAj de 

N. mocambique Mediada por LPMN 

En este caso el número de células de Chang usadas en nuestros ensayos fue de 

7.5 x 103, de tal manera que al añadir los LPMN tuviéramos una relación de 

LPMN:hepatocito de 100:1. Preincubamos 1.5 x 10* LPMN con 25 pl de PLA2 de 

N. mocambique (usamos PLA2 en concentraciones de 0 a 21 ng/pozo) por 6 h a 37°C. 

Agregamos 25 \ú de esta mezcla a los hepatocitos e incubamos 3 h a 36°C en atmósfera 

húmeda con 5% de CO2. Lavamos los pozos para retirar la PLA2 y los restos celulares 

resultantes de la acción de la PLA2. Agregamos MTT y PMS, y proseguimos con el 

ensayo como describimos anteriormente. 

Como un control negativo del efecto de la fosfolipasa mediado por LPMN, usamos 

eritrocitos humanos en lugar de LPMN. De esta manera sabríamos si el efecto observado 

sena inespecífico o estuviera claramente vinculado a la actividad de los LPMN. Como la 

fosfolipasa actúa primariamente sobre la membrana celular y los eritrocitos son de menor 

tamaño que los PMN, igualamos la superficie de membrana de eritrocitos usados con la 

que presentan el número de los LPMN usados. Determinamos que 3.5 x 106 eritocitos 

tienen la misma superficie de membrana que 1.5 x 106 LPMN. 

3.13 Efecto de P30 Sobre Células de Chang Mediada por LPMN 

Ajustamos las densidades en nuestros cultivos para tener una relación de 

LPMN:hepatocito (100:1). Preincubamos los LPMN con diferentes concentraciones de 

P30 amibiana (desde 0 a 50 pg de P30; tomando en cuenta que 50 pg de proteína total de 

P30 = 100 Unidades Hemoliticas) por 6 h a 37°C ra tubos cónicos graduados de 12 mi. 

Agregamos 25 pl de esta mezcla a 7.5 x 103 células de Chang (preincubadas 24 h en 

microplacas de 96 pozos) e incubamos 3 h a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2-

Lavamos los pozos para retirar la P30 y los restos celulares en caso de haber ocurrido 

citólisis o muerte celular por efecto de la P30. Agregamos MTT y PMS y proseguimos 

con el ensayo como describimos anteriormente. 



4. RESULTADOS 

4.1 Curva de Crecimiento de & histofytica Cepa HM1 

Una parte importante en el mango adecuado de los microorganismos y células en 

cultivo es conocer su curva de crecimiento. El patrón general de crecimiento presenta una 

fase de acondicionamiento (fase lag), una fase exponencial (fase log), una fase 

estacionaría y una fase de muerte. La fase de crecimiento exponencial se caracteriza por 

ser la etapa en la cual las células se encuentran en su fase óptima de crecimiento y 

funcionalidad metabólica. E. histofytica posee este mismo patrón de crecimiento (Fig. 4). 

La fase logarítmica tiene una duración de 4 días, durante esta fase el tiempo de 

duplicación es de 22 h. Para conservar los cultivos en fase exponencial continua y por lo 

tanto en sus mejores condiciones para nuestros experimentos temamos que subcultivarlas 

cada 3 días estando en d último tercio de su fase de crecimiento exponencial. 



Dim detacBb*ci¿Ba37*C 

Figura 4 . Curva de crecimiento dt & histofytica cepa HM1 :IMSS en tubos de cultivo 
con 11 mi de PEHPS, incubadas a 37°C. Cada punto es el promedio de 3 determinaciones 
± desviación estándar. 



4.2 Curva de Crecimiento de Células de Chang 

El crecimiento de la linea de células de Chang también presenta las fases 

características de crecimiento (Fig. 5). El tiempo de duplicación de las células fue de 

26 h, con un incremento en la densidad celular de 18.3 veces. La fase exponencial tuvo 

una duración de 6 días por lo que decidimos hacer las resiembras cada 7 días con un 

inoculo de 1 x 103 células/ml en medio MEM 

DIAS DE INCUBACION 

Figura 5. Curva de crecimiento de células de Chang. Sembramos i x IO4 células en MEM. 
Cada punto corresponde al promedio de 3 determinaciones. Las células presentaron un tiempo de 
duplicación de 26 h, incubadas a 36°C ai atmósfera húmeda y 5% de CO2. 



4.3 Estandarización de un Modelo Para Determinar el Efecto 
de la PLA2 y de la P30 Sobre Células de Chang 

4.3.1 Relación Temporal de la Reducción del MTT por Células de Chang 

Las células de Chang tienen la capacidad metabólica para reducir el MTT. El 

rompimiento del anillo del tetrazolio que lleva al desarrollo de color y por lo tanto a un 

aumento en la absorbanda está en relación directa con el tiempo de incubación de las 

células en presencia del MTT. Con el número de células usado (3 x 104) y en presencia de 

un acarreador de electrones externo (PMS) el proceso de reducción del MTT por las 

células de Chang llegó a su máximo luego de 75 min de incubación (Fig. 6). Tiempos 

mayores no producen un aumento en el desarrollo del color. Por lo cual fijamos el tiempo 

de incubación con MTT en 75 min. (Fig. 6). 

TIEMPO DE INCUBACION (min) 

Figura 6. Relación temporal de la reducción del MTT por células de Chang. En microplacas de 96 
pozos conteniendo 3 x1o4 células por pozo agregamos 25 pl de MTT (2 mg/ml) y 10 pl de PMS 
(3.5 mg/ml) e incubamos a tiempos variables a 36°C. Cada punto representa el promedio ± 
desviación estándar de 9 determinaciones en 3 experimentos independientes. 



4.3.2 Longitud de Onda de Máxima Abgorbancia del MTT 

Probamos diferentes longitudes de onda para leer la absorbancia que presenta el 

formazán (producto resultante de la reducción del MTT). Observamos que este 

compuesto alcanza su máxima absorción de luz a longitudes de onda que van desde 545 

hasta 600 nm (Fig. 7); decidimos utilizar la longitud de onda de 570 nm ya que es la 

referida en otros trabajos donde utilizan el modelo del MTT. 

Zoon ZoomOut Trace Function Autosca 1 e Annotate Print 
Functions: Scan. - - Smoothing: None 
0.2060 • • i i 

ÍAbs] • . : 

• 

6.0560 • 6.0560 
328.0 Wavelength (nu) 788.8 

- - . • 

Figura 7. Espectro de absorción del formazán producido por 3 x 104 células de Chang 

cultivadas en MEM. 



4.3.3 Relación Entre Desarrollo de Color y la Concentración de MTT 

en Células de Chang 

Usando un tiempo de incubación de 75 min (tiempo en que ocurre la mayor reducción 

del MTT), analizamos el efecto de diferentes concentraciones de MTT en el desarrollo de 

la reacción. Encontramos que al agregar la solución del MTT en concentraciones 

mayores de 2 mg/ml, se produce una disminución en la eficiencia de la reacción (Fig. 8). 

Decidimos usar la concentración de 2 mg/ml para nuestros siguientes ensayos por ser ésta 

la que habia sido usada anteriormente en otros estudios. 
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Figura 8. Relación entre la DO y la concentración del MTT en monocapas de células de Chang 
en microplacas de 96 pozos. A cada concentración le agregamos PMS e incubamos por 75 min 
a 36°C. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos ± desviación estándar. 



4 JA Relación Lineal Entre la Densidad Celular y la Reducción del MTT 

Determinamos la relación entre la densidad celular de los cultivos y la reducción del 

MTT. Observamos que la reducción del MTT es directamente proporcional al número de 

células vivas obteniendo una r2 =0.996 con un tiempo fijo de incubación de 1 h a 

36°C (Fig. 9). Esto nos aseguró que nuestro modelo podia detectar diferencias en el 

número de células presentes en un cultivo. Por el hecho de que en los pozos de las 

microplacas una monocapa se forma con 3 x 104 células, elegimos esta densidad para 

nuestros ensayos posteriores. 

DENSIDAD CELULAR 

Figura 9. Relación lineal entre la densidad celular y la reducción del MTT. En microplacas de 
96 pozos sembramos un número variable de células de Chang y añadimos MTT y PMS. 
Cada punto representa el promedio de 3 experimentos por triplicado ± desviación estándar. 



4.4 Efecto Citolítico de Concentraciones Variables de Tritón X-100 

Una vez que encontramos las condiciones idóneas para llevar a cabo el modelo del 

MTT, decidimos probar nuestro modelo utilizando células de Chang y un agente litico 

conocido como lo es el Tritón X-100. Cuando utilizamos el detergente Tritón X-100 

encontramos una curva sigmoide típica de los agentes Uticos. El porcentaje de muerte 

celular, calculado en base a nuestro control de 100% de células vivas incubadas con SSB, 

estuvo en relación directa con el aumento en la concentración del detergente utilizado (de 

0.025 a 0.05%). Necesitamos una concentración de 0.05% (v/v) del detergente para 

producir 96% de muerte en una monocapa de células de Chang. Calculamos la DCJO ta 

0.039% del tritón X-100 (v/v). De esta manera comprobamos que nuestro modelo si era 

adecuado para detectar y cuantifícar un efecto citolítico (Fig. 10). 

Figura 10. Efecto citolítico de concentraciones variables de tritón X-100 en microplacas de 
96 pozos después de 1 h de incubación a 36°C con las monocapas celulares. Cada punto 
representa el promedio de 3 experimentos por triplicado ± desviación estándar. 



4.5 Actividad Hemolitica de la PLAj de Veneno de Cobra (N. mocambique) 

Antes de probar la actividad citolitica de la PLA2 de veneno de cobra fue importante 

determinar su potencia hemolitica; ya que es un parámetro bien establecido para conocer 

su nivel de actividad. Determinamos su actividad hemolitica por la liberación porcentual 

de hemoglobina de glóbulos rojos de rata. Encontramos que la liberación de hemoglobina 

se incrementa proporcionalmente con concentraciones crecientes de PLA2 (entre 8.25 y 

17.04 ng) (Fig. 11). Calculamos la dosis hemolitica 50 (DH50) de la PLA2 de 

N. mocambique en 12.17 ng de proteína incubada en un volumen de 25 pl por 1 h a 

36°C, con una solución de eritrocitos al 20%. 

PLAj (>f) 

Figura 11. Actividad hemolitica de la PLAs de veneno de cobra (N. mocambique). Incubamos 
concentraciones variables de PLA2 con 25 pJ de una suspensión de eritrocitos al 20% por 1 h a 
37°C. Calculamos la hemoglobina liberada con respecto a la lisis total de un número equivalente 
de eritrocitos lisados por choque hipotónico. La DH^fue de 12.168 ng. Cada punto representa el 
promedio de 3 experimentos por triplicado ± desviación estándar. 



4.6 Actividad Citolítica de la PLAj de Veneno de Cobra (N. mocambique) 

Una vez que determinamos la DH» de la PLA2 de N. mocambique calculamos las 

concentraciones de proteína a utilizar en nuestro modelo para detectar actividad citolítica. 

Considerando que las células nucJeadas tienen la capacidad para soportar mejor el 

ataque de citolisinas por su capacidad regenerativa de membrana y organelos 

citoplasmicos, estimamos probar concentraciones de PLA2 10 veces mayores que las 

usadas para los eritrocitos. En este caso también encontramos una clara dependencia del 

aumento de la actividad citolítica con el aumento en la concentración de la fosfolípasa 

utilizando el modelo del MTT (Fig. 12). Calculamos la dosis citolítica 50 (DC») en 51 ng 

de proteina sobre 3 x 104 células de Chang, a 1 h de incubación a 36°C. 

PLA,(ng) 

Figura 12. Actividad citolítica de la PLA2 de venato de cobra (N. mocambique). Determinado por 
el modelo del MTT. Probamos diferentes concentraciones de PLA2 sobre monocapas de células de 
Chang e incubamos 1 h a 36°C. La DC» fue de 51 ng de proteína. Cada punto representa el 
promedio de 3 experimentos por triplicado ± desviación estándar. 



4.7 Actividad Citolítica de la PLA2 de N. mocambique Mediada por LPMN 

Determinamos el efecto de concentraciones variables de PLA2 y de PLA2 preincubada 

con LPMN o eritrocitos de rata. Encontramos que la PLA2 si tiene un efecto Utico sobre 

las células de Chang. La concentración más alta de PLA2 (21.3 ng) produjo un 32% de 

múrate celular. Cuando la fosfolipasa se preincuba por 6 horas con LPMN, el efecto 

citolítico aumenta significativamente y en relación a la concentración de PLA2. La 

concentración de 21.3 ng de fosfolipasa preincubada con LPMN produjo un 53.0% de 

muerte celular. La preincubación de la PLAi con eritrocitos de rata provocó una 

disminución en la actividad citolítica de la fosfolipasa. La mas alta concentración 

preincubada con eritrocitos produjo 4.6% de muerte celular (Fig. 13 y Tabla 1). 



Figura 13. Lisis de células de Chang por efecto de la PLA2 mediada por LPMN. 
(PLA2/ERITR) PLA2 preincubada con eritrocitos humanos en cantidad equivalente en superficie 
de membrana a los LPMN usados en la interacción PLA2/LPMN. 
(PLA2) PLA2 preincubada solamente en SSB, sobre células de Chang. 
(PLAj/LPMN) PLA2 preincubada con LPMN humanos. 
Todas las preincubaciones fueron hechas por 6 h, coa cantidades equivalentes de PLA2 y 
sobre el mismo número de células de Chang. 
Cada punto es el promedio de 3 experimentos por triplicado ± desviación estándar. 



TABLA 1. 

Potenciación del Efecto Citolítico de PLA2 de N. mocambique Sobre Células de 

Cbang Mediado por LPMN. 

Componentes del ensayo % de muerte celular 

Absoluta Relativa 

Incremento del 

efecto citolítico 

PLA2 + eritrocitos 

+ células de Chang 

4.6 ± 10.2 1 

PLA2+ 

céhjlas de Chang 

32 ± 5.2 * 6.96 6.96 

PLA2 + LPMN 

+• células de Chang 

53 ± 2 * 11.52 11.52 

• El número de eritrocitos usados (3.5 x 106) fue equivalente a la superficie membranal 
(5.7 x 108 pm2) dada por 1.5 x 106 LPMN humanos. 

• Concentración de PLA2 DeN. mocambique 21.3 ng equivalente a 1.8 D H j o . 
• Número de LPMN por pozo fiie de 1.5 x 106 LPMN humanos 
• El número de células de Chang en todos los ensayos fue de 1.5 x 104. 
• Diferencia significativa (a = 0.01) entre los tratamientos. 

/ 



4.8 Efecto de Concentraciones Variables de Extractos Totales 

de LPMN Sobre Células de Chang 

Extractos de una suspensión de LPMN (a una concentración de 1.5 x 106) obtenidos 

por 3 ciclos repetidos de congelación-descongelación con N2 liquido no lisaron a las 

células de Chang, cuando los ensayamos por el modelo del MTT. Comprobamos estos 

resultados por la exclusión de azul de tripano, las células de Chang preincubadas con 

25 pl de extractos de LPMN (en proporción equivalente hasta de 1:100) no resultaron 

alteradas en su viabilidad. Sin embargo, si observamos que los extractos de LPMN 

estimularon el metabolismo de los hepatocitos, pues encontramos un aumento en la 

reducción del MTT en los cultivos tratados (Fig. 14). Para descartar que residuos de los 

extractos de LPMN (luego de los lavados) tuvieran la capacidad de reducir el MTT y 

produjeran un aumento en la absorbancia determinamos la reducción del MTT por los 

extractos de LPMN. Estos no redujeron el MTT. 
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Fig 14. Efecto de concentraciones variables de extractos totales de LPMN sobre células de 
Chang, utilizando el modelo del MTT en microplacas de 96 pozos. 



4.9 Actividad Hemolítica de la Fracción Vesicular Amibiana P30 

La fracción P30 produce una hemolisis directamente proporcional a su concentración 

(Fig. 15). Determinamos la potencia hemolítica de la fracción P30 expresada en UH 

Definimos 1 UH como el aumento en 0.05 unidades de absorbancia debida a la liberación 

de hemoglobina causada por la P30. De tal manera que 1 pg de P30 tiene una potencia 

hemolítica de 2 UH. 

P30 0« 

Figura 15. Actividad hemolitica de la fracción P30.. Calculamos la potrada hemolítica en 
unidades hemolíticas (UH). 100 UH - 50 pg de proteína total. Cada punto corresponde a 3 
determinaciones independientes. 

/ 



4.10 Efecto Citopático de la Fracción Vesicular P30 de £ kisíolytica 

Sobre Células de Chang 

Encontramos que la fracción P30 indujo una activación en el metabolismo de las 

células de Chang, lo que provocó una mayor reducción del MTT. Esta activación 

aparentemente fue mayor cuando el efecto fue mediado por LPMN y usando una alta 

concentración de P30 (Fig. 16). 

P30(UH)* 
•100 UH - 50 ngDEPROTEINA TOTAL 

figura 16. Efecto citopático de la fracción vesicular P30 de £ histotytíca. 
En pozos con 7.5 x 103 células de Chang, añadimos P30 preincubada por 6 h con SSB ó con 
LPMN e incubamos por 3 h. Como control de la capacidad reductora de P30, la pre incubamos en 
SSB y la añadimos a pozos sin células. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos 
independientes. 



Cuando incubamos 50 |ig de P30 (100 UH) con 7.5 x 103 células de Chang, encontramos 

que produjeron una absorbancia de 2.08 nm, y cuando preincubamos la P30 con LPMN 

(el mismo número de LPMN que usamos en los experimentos anteriores) y después sobre 

células de Chang, encontramos que la absorbancia producida por las células de Chang fue 

de 2.62 nm. Si a estos valores le restamos la absorbancia de 0.54 nm que fue la producida 

por la P30 únicamente (sin células de Chang) encontramos que el incremento en la 

capacidad de reducir el MTT por parte de las células de Chang fue de 16 veces cuando 

usamos P30 preincubada con LPMN, y de 11 veces cuando usamos P30 únicamente, 

estos valores los calculamos comparándolos con nuestro control de células de Chang 

incubadas en SSB sin haber estado en contacto con P30 ni LPMN. (Tabla 2). 

TABLA 2. 

Incremento en la Capacidad de Reducir d MTT de las Células de Chang por 

Efecto de la Fracción P30. 

Componentes del ensayo DOST. Incremento de la 

DOs7# 

Células de Chang 0.13 ±0.006 -

P30 0.53 ± 0.002 -

Células de Chang + LPMN 0.39 ± 0.039 3.1 

P30 + Células de Chang 2.08 ± 0.03 16.4 

P30 + Células de Chang + LPMN 2.62 ±0.05 20.7 

• El incremento en la DO es con respecto a la encontrada en las células de Chang 
• La dosis de fracción P30 fue de 100 UH (1UH = liberación de hemoglobina 

equivalente a 0.005 UD04,}) 
• El número de células de Chang en todos los ensayos fue 7.5 x 103 células/pozo 
• Número de LPMN usado fue 1.5 x 106 por pozo 



5. D I S C U S I O N 

Una de las características más relevantes del protozoario parásito £ histotytica, es su 

capacidad para destruir tejidos. Varias moléculas con actividad citolítica han sido 

implicadas en este proceso, pero aún no se conoce el papel que desempeña cada una de 

éstas en tal mecanismo. En parte, esto se debe a que no se cuenta con el modelo que 

permita estudiar por separado o en diferentes combinaciones a estos factores. 

La principal causa de muerte en la amibiasis invasiva es el absceso hepático amibiano; 

éste se caracteriza por la destrucción de téjidos en las áreas invadidas por el parásito. Las 

primeras observaciones hechas en autopsias sugerían una carencia de respuesta celular 

inmune (c.ref 57 \ sin embargo en modelos experimentales, usando hámsters y gérbils, se 

ha o b s e r v a d o que al inocular amibas en el hígado, se produce una reacción inflamatoria 

aguda. En esta etapa temprana, predomina la presencia de LPMN rodeando a las amibas 

invasores y no se observa un contacto directo entre amibas y hepatocitos, aunque el daño 

al tejido hepático es evidente (57). 

En el absceso hepático amibiano, la respuesta granulomatosa es ineficiente para 

controlar el progreso de la invasión. Los leucocitos no son capaces de lisar a las amibas, 

sino más bien éstas lisan a los leucocitos. Por lo que se ha propuesto que la destrucción 

de las células hepáticas se debe principalmente a que los LPMN, que son Usados al acudir 

a tratar de combatir la infección, liberan su carga enzimática por efecto de las átolisinas 

de K histotytica, y que estas moléculas liberadas por los LPMN en conjunto con las 

citolisinas del parásito son en mayor parte las responsables de la destrucción celular (57). 

Estudios in vitro apoyan estas observaciones. Cuando cultivos de hepatocitos son 

incubados conjuntamente con LPMN y amibas, el daño celular es mayor que el producido 

en los hepatocitos sólo por las amibas (56). 



Los LPMN poseen un número de mecanismos celulares que son cruciales para el 

sistema defensivo del hospedero. Ellos producen atocinas y varios prostanoides en 

respuesta a una infección o alteración en los tejidos (77), además liberan potentes 

enzimas proteoliticas y generan radicales de oxigeno cuya función es matar 

microorganismos patogénicos. El mismo mecanismo celular que los LPMN usan para 

defender contra una invasión bacteriana también produce daño celular y tisular, llevando 

potencialmente a la disfunción del orgáno que ocurre luego de un proceso inflamatorio 

(78). Estos mismos autores también mostraron que los LPMN activados con myristato-

12 acetato-13 de forbol producen daño hepático y este es responsable al menos en buena 

parte por proteasas, pero no por los radicales oxígeno (78). 

Estos estudios sugieren que es posible que en el absceso hepático amibiano este 

involucrado un proceso similar, donde los LPMN sean activados por factores amibianos 

aumentando la producción de moléculas tóxicas por parte de los LPMN. 

K histofytica posee varias moléculas implicadas como átolisinas y que son 

potencialmente capaces de desarrollar un papel importante en su mecanismo patogénico. 

En nuestro laboratorio se ha trabajado en los últimos años en un grupo de ellas: las 

fosfolipasas. Las cuales describimos ampliamente en la introducción. En algunas 

especies patógenas de Trypanozomas, Acantamoeba y Naegleria, caracterizados por 

destruir tejidos, se ha determinado actividad fbsfolipásica. La fosfolipasa A2 amibiana, 

particularmente, posee características que la hacen un posible candidato como factor de 

virulencia importante para las amibas. La PLA¿ de E. histofytica fue purificada, pero es 

necesario optimizar el proceso de purificación para obtenerla en cantidades suficientes 

para analizar su papel específico en el proceso citolítico de K histofytica 

La mayor parte de la actividad fosfoiipásica amibiana reside en la fracción vesicular 

P30. Observaciones realizadas por microscopía electrónica muestran que la fracción 

subcelular P30 está compuesta de vesículas selladas de membrana celular, así como de las 

vesículas digestivas y lisosom?jes propias de los trofozoítos (52). En 1980, López Revilla 



y Said-Feraández (32) encontraron que en esta fracción reside la mayor actividad 

hemolítica. Posteriormente se ha demostrado que en ella también reside la mayor 

actividad tanto dtolítica como fosfolipásica. En base a esto decidimos usar en este 

trabajo la fracción P30 como una fracción enriquecida en PLA2. 

En este trabajo nos propusimos estudiar el efecto de la PLA¿ sobre un cultivo de 

hepatocitos humanos (Línea de células de Chang) y cómo la presencia de LPMN 

modifica este efecto. Los datos obtenidos nos darían una imagen del papel de la PLAj en 

el daño hepático observado en al absceso amibiano y como las células inmunes están 

involucradas en el proceso. 

Obtuvimos la P30 de los cultivos amibianos por homogeneización mecánica, tratando 

de evitar métodos como la sonicación o ciclos de congelación descongelación, con el fin 

de evitar en lo mas posible la desnaturalización de las proteínas. Para estudiar el efecto 

que tiene una fbsfolipasa pura en nuestro modelo, elegimos la PLA2 de veneno de cobra 

(N. mocambique) por ser una PLAj bien caracterizada y con efecto dtoUtico 

comprobado. 

Para llevar a cabo nuestros objetivos, adecuamos un modelo que nos permitiera 

determinar cuantitativamente el efecto dtolitico sobre hepatodtos humanos. 

Implementamos un método colorimétrico basado en la reducdón de una sal de tetrazolio 

(MTT) por deshidrogenasas mitocondriales en células vivas. Las células muertas pierdo) 

la capacidad de reducir el MTT. 

La reducdón del MTT por las células vivas producen cristales de formazán insolubles 

en agua, que luego de retirar todo el MTT que no fue reduddo, es disuelto en 

isopropanol acidificado. El formazán es un compuesto coloreado medible 

espectofotométricamente. El desarrollo del color está directamente reladonado con el 

número de células vivas en el cultivo. Lo cual nos permite calcular el porcentaje de 

células muertas por efecto de un agente Utico; comparando la absorbanda producida 



después de la interacción entre el agente Utico y las células en cultivo con la absorbancia 

producida por un control sin agente Utico. En nuestro modelo agregamos un acarreador 

de electrones, PMS, para catalizar la reducción del MTT y disminuir el tiempo de 

incubación. 

Para la estandarización del método en nuestras condiciones, determinamos el tiempo 

de incubación en el cual la reacción de reducción del MTT llega a su máximo en 

monocapas de células de Chang en microplacas de 96 pozos. En nuestras condiciones la 

reducción se llevó a cabo en 75 min. Tiempos mayores no produjeron mayor reducción 

del MTT. La ventaja de usar PMS es el menor tiempo de incubación que se necesita para 

la reducción del MTT en comparación de las 4-6 h promedio reportado por otros autores 

cuando solo se usa MTT (65-68). 

La longitud de onda a la cual el formazán tiene su máxima absorción disuelto en 

isopropanol acidificado está entre 540 y 570 nm. Algunos autores han usado diferentes 

longitudes de onda (desde 450 hasta 650 nm) para determinar la densidad óptica del 

formazán formado. Nosotros logramos una buena solubilización con el isopropanol y 

determinamos que a 545 nm y usando una longuitd de onda de referencia de 630 nm, 

logramos la máxima absorbancia en nuestro modelo. 

Probamos si nuestro modelo era útil para nuestros propósitos de dos maneras: 1) 

determinamos los valores de absorbancia dados por cultivos con diferente densidad 

celular. Encontramos una relación directa y lineal entre el número de células en cultivo y 

los valores de absorbancia Esto nos aseguraba que el modelo era capaz de cuantificar las 

diferencias entre los cultivos con diferente densidad celular. 2) Para analizar si el modelo 

podría cuantificar la muerte celular por efecto de un agente lítico, determinamos los 

valores de absorbancia en monocapas de hepatoátos tratadas con diferentes 

concentraciones de tritón X-100. Encontramos que con este modelo podíamos 

cuantificar la muerte celular de los cultivos al encontrar una dependencia de la 



disminución de la absorbancia, equivalente a un incremento de la muerte celular, con el 

aumento de la concentración de tritón X-100. 

Temendo nuestro modelo desarrollado y estandarizado procedimos a pono* a prueba 

la hipótesis de nuestro trabajo: que el daño de hepatocitos es mediado por LPMN por 

efecto de citolisinas, en este caso la PLA2 de veneno de cobra y la fracción amibiana P30. 

Determinamos la potencia hemolítica de nuestra preparación de PLA2 de 

N. mocambique y de P30 para tener un parámetro de referencia al hacer los posteriores 

ensayos de citólisis. Tanto la PLA2 de N. mocambique como la P30 Usaron eritrocitos de 

rata en relación directa con su concentración. Calculamos su DH50 correspondiente y la 

aumentamos 10 veces para realizar los ensayos citolíticos, considerando que las células 

nucleadas tienen una mayor capacidad para resistir el reto con agentes Uticos que los 

eritrocitos. 

La PLA2 de N. mocambique tiene un efecto citolítico dependiente de la dosis sobre las 

células de Chang. Este efecto se ve aumentado cuando preincubamos la PLA2 con 

LPMN por 6 h previas al contacto con las células de Chang. Las fosfoUpasas actúan 

primariamente sobre los fosfoUpidos de las membranas plasmáticas produciendo ácidos 

grasos y fosfoUsoderívados. Ambos productos son Uticos y se acumulan, además de que 

potencian la acción de las fosfoUpasas. Con el fin de descartar que el aumento en la 

actividad citoUtica se debiera al efecto de estos subproductos más que por la inducción y 

liberación de productos Uticos de los LPMN, preincubamos la PLA2 con eritrocitos de 

rata. Debido a la relativa sencillez enzimàtica de los eritrocitos, prácticamente lo que 

proporcionaron al sistema fue la membrana (sustrato). El número de eritrocitos usados 

fue determinado por la cantidad de ellos que igualaran la superfice de membrana 

proporcionada por los LPMN usados en el ensayo como un sustrato para la actividad de 

la PLA¿. Cuando preincubamos la PLA2 con eritrocitos humanos la actividad citoUtica 

prácticamente se anuló, pues con la dosis más alta de PLA2 sólo produjo 4.6% de muerte 

en comparación de un 32% producido por la PLA2 sola. En cambio cuando 

preincubamos con LPMN, la actividad citoUtica fue de 53%. Lo que representa 1.7 vec'.s 



más que el efecto producido por la PLA2 sola y 11.5 veces más de lo producido por la 

PLA2 preincubada con eritrocitos. Con esto confirmamos que el aumento de la actividad 

citolítica se debe a productos liberados de los LPMN por efecto de la PLA2. Es decir una 

fosfolipasa pura es capaz de inducir la producción y liberación de productos Uticos de los 

LPMN que median la muerte de bepatocitos. 

La P30 es una fracción compleja, donde se ha mostrado que residen mayormente las 

actividades hemolítica, citolítica y fosfolipásica de & hisíofytica. Contrarío a lo que 

esperábamos no observamos muerte de las células de Chang 01 los tiempos de incubación 

y con las concentraciones de P30 usadas. Lo que encontramos fue un incremento en la 

reducción del MTT por efecto de la P30 sobre las células de Chang. Lo que podría 

deberse a la estimulación de las deshidrogenasas mítocondríales de las células de Chang. 

Las células de Chang incubadas con P30 redujeron mucho más activamente el MTT que 

nuestros controles. Esto sugiere que alguna (s) moléculas amibianas son capaces de 

inducir cambios metabólicos sobre diversos tipos de células, posiblemente mediado por 

receptores de membrana o de moléculas internalizadas por las células blanco. Este efecto 

parece ser poco específico. 

Said-Fernández y López-Revilla, reportaron anteriormente que los extractos 

amibianos son capaces de inducir la síntesis de DNA en células CHO (79). No sabemos si 

este efecto en la activación de las enzimas mítocondríales sea sólo un reflejo de una 

activación total del metabolismo celular y si este incremento en la actividad celular sea un 

paso inicial de procesos degenerativos celulares que Ueven a su muerte provocados por 

efecto de productos amibianos. Si los LPMN y otros células del sistema inmune 

responden en forma similar, este efecto podría influir en la respuesta inmune celular al 

aumentar la producción de moléculas líticas. Esto favorecería el mecanismo citolitico de 

las amibas mediado por LPMN, sugerido por otros investigadores y apoyado por el 

presente trabajo. 

Será necesario aislar y purificar moléculas específicas y estudiar por separado su 

efecto en modelos adecuados que respondan a estas preguntas. 



5 . 1 C O N C L U S I O N E S 

Implementamos el método del MTT, el cual es un modelo sencillo y reproducible para 

determinar y cuantificar el efecto de agentes citoliticos. 

Con este modelo encontramos que la presencia de LPMN incrementa el daño citoletal 

producido por la PLA2 de veneno de cobra (N. mocambique) sobre hepatocitos en cultivo 

y que éste efecto se debe a productos liberados de los LPMN por acción de la PLA2 de 

veneno de cobra. 

En nuestras condiciones de ensayo, la fracción amibiana P30 Usó eritrocitos de rata, 

pero no a las células de Chang. Sin embargo P30 incremento la actividad de las 

deshidrogenasas mitocondriales de las células de Chang sin Usarlas. 

Este efecto de la P30 de incrementar la capacidad de las células de Chang para reducir 

el MTT se vió aparentemente incrementado con la presencia de LPMN. 

A diferencia de lo que se ha reportado en otras células P30, un extracto subcelular 

conserva la capacidad de reducir el MTT 



5.2 PERSPECTIVAS 

En proyectos paralelos de nuestro grupo se esta tratando de aislar donas de una 

biblioteca de ADNc de & histotytica, con secuencias que codifiquen para PLA2 

amibianas. 

Por otro lado se esta perfeccionando un método para aislar mayores cantidades de 

PLA2 de cultivos amibianos. Uno o ambos proyectos permitirán disponer de suficiente 

cantidad de PLA2 para investigar si estas enzimas tienen el mismo efecto que la PLA2 de 

cobra, probada en este trabajo. 

. Los datos que hemos referido en la discusión sugieren que las amibas podrían inducir 

una "explosión metabòlica" en diversos tipos de células entre las que podrían estar 

incluidos los LPMN y macrófagos. Si esto fuera así y también se indujera la producción 

de enzimas hidrolíticas, podría formarse una cascada de liberación de productos 

hidrolíticos multiplicando el efecto átolítico inicial de las citolisinas amibianas. Sin 

embargo será necesario demostrar, en una forma directa que las deshidrogenasas de las 

células de Chang son estimuladas por P30 y después s a i de gran importancia identificar 

y aislar los fiadores amibianos responsables. Nos proponemos investigar esta posibilidad. 
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