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RESUMEN

Ricardo Zavala Géngora Fecha de graduacion: Junio, 1996.
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Biolégicas

Titulo 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; Microbiologia Médica

El mecanismo patogénico de la amibiasis alin 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 destruccion de tejidos, especialmente la de cada una de las moléculas
amibianas descritas hasta ahora como citolisinas,

EIl absceso hepitico amibiano consiste en dreas masivas de necrosis, compuestas de
material granular, eosinofilico y necrético, con restos nucleares, pocos leucocitos o
amibas o ninguno de éstos. Se ha postulado que el proceso de destruccion tisular en el
absceso hepatico amibiano no se debe exclusivamente al parasito, sino que las amibas,
lisan a los LPMN y macr6fagos que acuden a combatir la infeccion; y que estas células
liberan sus enzimas hidroliticas, que a su vez destruyen a las c€lulas del higado.

Entre las citolisinas amibianas descritas hasta ahora se encuentra una PLA,
dependiente de calcio.

Se ha visto que en la fraccion vesicular amibiana denominada P30, reside la mayor
parte de las actividades hemolitica y citolitica de los trofozoitos de £. histobytica. Las
fosfolipasas A, residen en su mayor parte en la misma fraccion y por lo tanto podria ser el
factor o uno de los factores citoliticos responsables de la destruccion inicial de los LPMN
y macrofagos y de la subsecuente destruccion de los hepatocitos en ¢l absceso hepatico

amibiano. Una de estas PLA; con efecto citolitico directo fue purificada a
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homogeneidad, pero con rendimientos muy bajos. En base a estos antecedentes
planteamos la hipdtesis de que la induccion y liberacidén de productos de leucocitos PMN
por la accion de una PLA; son capaces de lisar in vitro hepatocitos humanos y, dado que
P30 contiene la mayor actividad hemolitica y de fosfolipasa A; de los trofozoitos de £.
histolytica, esta fraccion es capaz de potenciar su accion induciendo la liberacion de
productos citoliticos de LPMN humanos.

Para poner a prueba nuestra hipétesis 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 A, de veneno de cobra (Naja
mocambique) sobre hepatocitos humanos (células de Chang). (III) Analizar el efecto de
LPMN preincubados con la fraccion 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 citolisis
debidamente instrumentado, encontramos que la PLA; de veneno de cobra (a) lis6 a las
células de Chang en funcion de Ia dosis (de 0 a 21 ng), (b) cuando preincubamos por 6 h
las mismas dosis de PLA; con un mimero constante de 100 LPMN/ célula, se indujo una
lisis directamente proporcional a 1a dosis de PLA;, pero con una pendiente mayor que la
producida por la PLA; 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 niimero equivalente en superficie de membrana a aquél que
proporciona el numerc de LPMN usado en el experimento anterior y con las mismas
dosis de fosfolipasa observamos un efecto citolitico menor, Estos resultados confirmaron
nuestra primera hipotesis.

En base a esto y considerando que en la fraccion P30 reside la mayor actividad
hemolitica y de PLA; de E. histolytica probamos esta fraccion amibiana utilizando las
mismas condiciones y ntimero de LPMN y encontramos que, en contra de lo que
esperabamos, cantidades variables de P30 (de 0 a 50 mg de proteinas totales, con 0-100
UH) mostraron los siguientes efectos: (a) La fraccién P30 indujo un notable incremento
de la capacidad que tienen las células de Chang para reducir el MT t; (b) Al preincubar la

Xvi



fraccion P30 con LPMN la capacidad reductora de las células de Chang se incrementd 21
veces aproximadamente,

(c ) La fraccidn sola redujo el MTT en funcion de la dosis.

En base a nuestros resultados, concluimos que (1) La PLA; induce 2 los LPMN a
producir y/o liberar moléculas citoliticas que aumentan el efecto de la PLA; . (2) La
fraccién P30 induce un notable incremento de la capacidad 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 diferencia de lo que se ha rebortado en
otras células, P30, una ﬁacclé—n _subcelular de amibas conserva la capacidad de reducir el
MTT.

Firma del Asesor: @ﬁ

Dr. Jorge Castro Garza.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

La amibiasis es una enfermedad parasitaria que afecta al 10% de la poblacion mundial.
Es causada por el protozoario Entamoeba histolytica y es importante por su morbilidad y
por su mortalidad (I, 2). En Ia Gitima década se ha visto una reduccién significativa en la
morbilidad y mortalidad de la amibiasis. Lo que pudiera deberse a una mayor y mejor
disponibilidad, accesibilidad y utilizacién de los servicios médicos, permitiendo la
temprana y oportuna identificacion de casos de amibiasis invasora (la que habitualmente
responde rapidamente al tratamiento). Ademas la mayor diponibilidad de antiamibianos,
principalmente metronidazol, puede también explicar la disminucion de la incidencia de la
amibiasis invasora y los porcentsjes de fatalidad de la enfermedad (3). A pesar de esto, la
letalidad continia elevada en dreas rurales de México (10.3%) y en las series de la
bibliografia anglosajona citan de un 28.6 a 66.6% (4).

La infeccion por E. histolytica tiene lugar cuando se ingieren los quistes del parasito
(forma infectiva, no moétil) los cuales al llegar al intestino liberan a los trofozoitos (forma
invasiva, métil), estos pueden vivir como comensales en la luz del intestino o bien
atravezar las paredes y llegar via porta al higado y luego diseminarse a otros drganos
(5, 6). Cuando este parasito invade el higado, produce el absceso hepitico amibiano que

¢s Ja causa principal de muerte en enfermos con amibiasis.

El absceso hepatico amibiano consiste en Areas masivas de necrosis, compuestas de
material granular, eosinofilico y necrético, con restos nucleares, pocos leucocitos o

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

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 caracteristicos de cada organismo: a) su invasividad o capacidad para



multiplicarse y causar destruccién tisular localizada y b) su toxigenicidad o capacidad
para producir y excretar sustancias que pueden causar lesiones distantes (c. ref. 9). Entre
las actividades biologicas amibianas que se consideran importantes en la produccion de
lesiones estén la adherencia a células blanco (10-13), la citolisis (14, 15), la fagocitosis
(16), la hidrolisis del moco que recubre y protege al intestino (17-19), la disolucién del
cemento celular y de la coligena (20-23), asi como la accién de otras enzimas no
especificas (24-27) y actividades tOxicas (28, 29). Para su estudio se han utilizado
trofozoitos enteros y extractos amibianos en modelos animales experimentales y diversas
lineas celulares en cultivo. Adem4s una buena cantidad de informacién 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
trofozoitos. Como efecto directo de los trofozoitos, se ha demostrado fin vitro) la
citélisis y la fagocitosis sobre células animales en cultivo y leucocitos. Este efecto puede
constituir una porcién importante del mecanismo patogénico de [a amiba. El dafio
indirecto se ha inferido de estudios de biopsias humanas e infecciones en modelos
experimenales en animales (c.ref. 9, 31).

1.1.1, Efectos Citopiticos y/o Citoliticos Producidos Directamente
por E. histolytica

Trofozoitos de 1a cepa HM1 de E. histolytica provocaron la casi total destruccién de
cultivos de células MDCK, estos resultados mostraron que la magnitud del efecto
citopatico producido por las diferentes cepas amibianas esta en relacién directa con el
grado de virulencia mostrado por las cepas in vitro (32}.

Utilizando monocapas epiteliales de células MDCK en cultivo se enconird que el
mecanismo agresivo de los trofozoitos de E. histolytica es un fenomeno complejo

muitifactorial que incluye: a) dafio de la membrana plasmatica de las células efectoras por



contacto y desplazamiento; b) fagocitosis de células epiteliales lisadas o aparentemente
intactas pero desprendidas, y c) degradacién intracelular de las células ingeridas (33).

Trofozoitos de cepas virulentas de £ histolytica cultivados axenicamente fueron
citopaticos para una vanedad de células de mamifero in vitro (34, 35). Se han descnto
3 efectos: desprendimiento y redondeamiento de monocapas celulares con preservacion
de la viabilidad celular (efecto citopético) (19); muerte celular y fagocitosis (efecto
citotoxico) (14); y desintegracion celular (efecto citolitico) (36).

Mientras el efecto citotdxico claramente es dependiente de contacto (37); el efecto
citopatico y citolitico parecen ser independientes de contacto (38). -

1.1.2 Efectos de Extractos Amibjanos Sobre Células en Cultivo

Dosis variables de extractos totales de trofozoitos causaron inhibicion de la
incorporacion de [*H]-timidina al DNA nuclear en células de la linea CHO. La inhibicion
de la incorporacion dependié de la dosis del extracto (9).

En extractos libres de trofozoitos se ha detectado y caracterizado actividad hemolitica
(31) y citolitica (39, 40) sobre células en cultivo. Los extractos amibianos presentan
actividad hemolitica dependiente de la dosis y ésta es constante, reproducible y especifica
de los extractos amibianos. Cada cepa amibiana tiene un perfil hemolitico caracteristico,
E. histolytica tiene una actividad hemolitica mas potente que la de otras especies (9),

Vargas-Villarreal y Said Fernandez (39) observaron una destruccién completa de las
células CHO premarcadas, que coincidié con la liberacién total de [’H] UTP, lo cual
indicé que al menos uno de los factores citoliticos de la fraccion amibiana vesicular P30
pertenece al grupo 1 de la clasificacion de Thelestam y Mollby (41), es decir, una
citolisina correspondiente al tipo de los agentes que producen dafios extensos en la
membrana plasmatica, lo cual coincidio con lo observado en eritrocitos con los mismos

extractos amibianos.



Desde hace algunos afios se ha propuesto a las fosfolipasas del tipo A como posibles
factores patogénicos de E. histolytica. Interacciones in vitro, tanto de trofozoitos enteros
como de extractos amibianos con células susceptibles de mamifero mostraron que la
actividad citolitica amibiana parece deberse a una fosfolipasa 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 6xido-reduccion (40).

McCaul y col. (44) observaron con trofozoitos enteros de E. histolytica y células de
Chang premarcadas con [*'Cr], que la radioactividad liberada disminuy6 en un 50% por el
efecto de un inhibidor (inhibidor de Rosenthal) especifico para fosfolipasas del tipo A

(50).

Nuestro grupo de investigacién observd que la fraccion P30 proveniente de extractos
de trofozoitos cultivados axénicamente de E. histolytica, tiene 2 tipos de actividad
fosfolipasica, una A, y una A> ademés de una lisofosfolipasa L,. La actividad se debe al
efecto de 2 fosfolipasas; una cuya actividad miaxima se detecta a pH 3.5 y no requiere
Ca" y la otra que si lo requiere y cuya actividad maxima es a pH 8.0 (51). Long-Krug y
col. (42), utilizando extractos sonicados de cultivos axénicos de E histolytica,
encontraron 2 actividades de fosfolipasas A;: una independiente de Ca™ a pH écido y
asociada a la fraccién soluble de dichos extractos y otra fuertemente asociada a la
superficie de 1a membrana plasmética de las amibas, que es dependiente de Ca™ y cuya
actividad méxima se observa a pH 8.0. De acuerdo con estos resultados se propuso a la
fosfolipass A, dependiente de Ca™ como uno de los factores citoliticos implicados en el
mecanismo patogénico de la amibiasis (42).

La actividad fosfolipasica se encuentra principalmente en la fraccién P30 que contiene
la mayor actividad hemolitica (52, 53). Por ésto, la hemolisis y la citélisis podrian deberse
a los mismos factores: una fosfolipasa A; y sus productos de hidrélisis. La actividad
citolitica de los extractos amibianos descrita podria tener su contraparte en la amibiasis y

desempeniar una funcion importante en la virulencia de E. histolytica.



1.1.3 Efectos Citopiticos y/o Citoliticos Producidos Indirectamente por
E. histolytica Mediados por otros Factores u otras Células en Interaccién
con las Amibas

En experimentos in vitro las amibas o sus extractos causan la muerte de células en
cultivo recién aisladas de higado de rata o hamster o de lineas celulares (54, 55). Sin
embargo, hasta ahora no se han observado dafios producidos directamente por
trofozoitos de E histolytica a las células hepaticas de animales infectados
experimentalmente por via intrahepatica (56). Por ello se ha sugerido un mecanismo
citolitico, mediado por leucocitos.

Cuando se inoculan amibas intraportalmente en hamsters, los estados tempranos de la
lesién se caracterizan por infiltracion celular aguda, observindose un aumento en el
mimero de LPMN, los cuales rodean a los trofozoitos. Los histiocitos y leucocitos lisados
se encuentran en la periferia de las lesiones. Los heputocitos cercanos a las lesiones
muestran cambios degenerativos que llevan a la necrosis, En estados avanzados la
extension de 1a necrosis se incrementa, los macrofagos y células epiteloides reemplazan a
la mayoria de los leucocitos y se desarrollan granulomas bien organizados (56).

En el modelo experimental donde se inoculan amibas directamente al higado del gérbil
(57, 58), las fases tempranas de las lesiones hepaticas amibianas estuvieron caracterizadas
por una respuesta inflamatonia aguda la cual progresd rapidamente a ser granulomatosa
5 dias después de la inoculacion. Los LPMN fueron las células predominantes al inicio de
la lesion, y méas tarde los macr6fagos e histiocitos rodearon la cavidad de la lesion en una
corona fibrinosa. En humanos las lesiones tempranas también estan caracterizadas por
una area necrotica, la ausencia de fibrosis, y un infiltrado de LPMN (59). En el gérbil, la
necrosis de células hepiticas, combinada con los productos liﬁc;)s secretorios de las
células inflamatorias, probablemente agravan el proceso necrotico hasta que la fibrosis
ocurre. Es probable que la respuesta granulomatosa ocuita como un resultado de la
ineficiencia de la respuesta inflamatoria aguda para secuestrar y destruir a los trofozoitos

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



Tsutsumi 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 higado
durante los estadios iniciales de la necrosis hepética focal inducida por el parasito. Por
otro lado, diversos investigadores han mostrado en modelos i 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 sugirié que en el absceso hepitico amibiano la citélisis de los
hepatocitos no es producida directamente por las amibas, sino que es el resultado de la
acumulacién y la subsecuente lisis de leucocitos y macrofagos que rodean a los
trofozoitos (56, 62). ’

Salata y Ravdin, encontraron que E histolytica destruye monocapas de células
hepéticas humanas de Chang o de la linea CHO y que la presencia de LPMN aumenta la
destruccion de estas monocapas celulares. Cuando afiaden catalasa la destruccién no
disminuye. Este estudio establece que in vitro, Ia lisis de neutr6filos humanos por
E. histolytica aumenta s destruccion de células hepdticas y que este efecto no se debe a
la liberacién de productos oxidativos de los neutrofilos. De acuerdo con este anilisis, los
LPMN intervienen en el proceso de dafio tisular en el absceso hepatico amibiano como
células efectoras favoreciendo el dafio tisular mas que ayudar a la resolucion de la
infeccion (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 neutréfilo maduro es primordialmente una célula fagocitaria con 2 tipos
diferentes de granulos. Estos granulos se conocen como primarios o azuréfilos que
contienen hidrolasas acidas, mieloperoxidasa, numerosas proteinas cationicas con
actividad antibacteriana y lisozima; y los granulos secundarios o especificos que contienen
lactoferrina y algo de lisoama. No se sabe la localizacion subcelular de la fosfatasa
alcalina. En el neutrofilo maduro, 80-90% de los granulos son especificos y 10-20% son



azurtfilos. Los neutrdfilos 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 § dias. Los granulocitos son producidos a razon de 1.6 x 10° celkg/dia. Son
capaces de emigrar hacia los estimulos en presencia de numerosos factores
quimiotacticos, incluyendo productos bacterianos, proteasas de los tejidos y componentes
del complemento. Una vez localizado en las zonas inflamatorias, el neutrofilo es capaz de
fijar e ingerir materiales apropiadamente opsonizados. Los neutréfilos tienen receptores
de membrana para C3 y para la porcion Fc de las inmunoglobulinas. Después de la
fagocitosis, aparece una secuencia compleja de eventos morfolégicos y bioquimicos. Los
principales fenémenos bioquimicos concomitantes a la fagocitosis, inc;luyen aumento en ¢l
metabolismo de los fosfolipidos, marcada estimulacion de la derivacién
hexosamonofosfato y generacién de perdxido de hidrogeno. Diversos factores afectan la
liberacién de [as enzimas lisosémicas que producen el dafio histico. La fagocitosis no
necesita ocurrir antes de que las enzimas lisosémicas sean liberadas. En si, 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 Citolitica o Citotéxica

Como hemos visto E. histolytica posee diferentes moléculas y mecanismos para causar
dafio celular y tisular durante su invasion, entre los que se cuentan las citolisinas. Para el
estudio del 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
determinacion de la actividad in situ de algunas enzimas como indicadores de viabilidad
celular. Estos son los principios en los que se basa el modelo del MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio) descrito por Mosman (64). Este
modelo se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio (MTT), el anillo de tetrazolio del
MTT es roto por el sistema de la tetrazolio succinato-reductasa (EC 1.3.99.1) el cual
pertenece a la cadena respiratoria de la mitocondria y estd activo solamente en céhilas

vivas (65). Esto lleva a la produccién de cristales de formazin insolubles en agua. El



formazin produce una coloracion purpura cuando se disuelve con isopropanol
acidificado, esta coloracién es cuantificable espectrofotométricamente a 545-570 nm y
esta en relacion directa con el mimero de células vivas. De tal manera que una
disminucién en el mimero de células vivas por efecto de un agente dado se refleja en una
disminucién de la absorbancia. Este modelo es ampliamente utilizado para medir
citotoxicidad, proliferacion o activacién y viabilidad celular (66, 67).

Considerando lo antes expuesto postulamos las siguientes hipotesis:

1.2 Hipotesis

a) La accién de una PLA; sobre LPMN humanos induce la liberacion de productos
celulares que son capaces de lisar in vitro hepatocitos humanos.

b) Dado que P30 contiene la mayor actividad hemolitica, citolitica y de PLA; en los
trofozoitos de E. histolytica, esta fraccién es capaz de inducir la producciéon y/o
liberacién de productos citopaticos de LPMN humanos.

1.3 Objetiveos

a) Instrumentar un método de uso generalizado para analizar el efecto citolitico de
nuestras preparaciones en un modelo experimental.

b) Analizar el efecto citolitico de LPMN humanos preincubados con PLA; de veneno de
cobra (N. mocambique) sobre células de Chang,

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



1.4 Propésito del Trabajo

El mecanismo patogénico de la amibiasis es un proceso multifactorial. De tal medo, no
se conoce la importancia que tiene cada una de las moléculas implicadas hasta ahora. El
propdsito de este trabajo consistié en implementar un modelo i vitro que nos permitiera
analizar el efecto citoletal de P30 (rica en PLA;), en una linea celular de hepatocitos
humanos; ademas de investigar si este efecto se potencia al poner de por medio LPMN
humanos en este modelo. En este trabajo también analizamos el efecto que tiene una

PLA; pura en el mismo sistema.

Los resultados del presente trabajo nos permitieron analizar e] papel que desempefian
las PLA; y P30 sobre hepatocitos humanos mediado por LPMN.

1.5 Secuencia del Trabajo Experimental

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

¢ La primera consistid 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 PLA, de N. mocambigue
sobre hepatocitos en cutivo y como se modifica este efecto en la presencia de LPMN.

¢ La tercera etapa consistid en determinar ¢l efecto citopético de P30 sobre hepatocitos
en cultivo, y como es modificado este efecto con la presencia de LPMN.



2. MATERIALES
2.1 Origen de los Reactivos
1. De Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USA): acido ascérbico, azida
de sodio, azul de tripano, L-cisteina, dodecilsulfato de sodio, glucosa (dextrosa),
seroalbimina bovina (fraccién V), reactivo de Folin Ciocalteau, trizma base, trizma-HCI,

fosfolipasa A» de Naja mocambique, MIT, 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: hidréxado de sodio, hidroxido de potasio, fosfato
monobdsico de potasio, fosfate dibasico de potasio, &cido clorhidrico, cloruro de calcio.

4. De Biox6n de México: peptona de caseina.

5. De Mallinck RODT Chemical Works: citrato trisddico.

6. De J.T. Baker (México): alcohol etilico absoluto, bicarbonato de sodio.
7. De Técnica quimica (México): cloruro de potasio.

8. De Lakeside S.A. (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.
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11. El extracto de higado y pancreas, el suero de bovino y el suero fetal de bovino fueron
procesados en el laboratorio de la Division de Biologia Celular y Molecular
(CIBIN:IMSS).

2.2 Material Biologico
2.2.1 Cultivo Axénico de Entamoeba histolytica Cepa HM-1:IMSS
La cepa HM-1:IMSS, abreviada en el texto como HMI, ha sido mantenida en cultivo
bajo condiciones axénicas en nuestro laboratorio desde hace mas de 16 aiios.

2.2.2 Hepatocitos Humanos (Células de Chang)

Utilizamos la linea de células hepéticas de Chang (ATCC CCL 13) establecida por
Chang, R S. en 1954 a partir de tejido hepitico humano no maligno (68), la cual nos fue
gentilmente donada por la Dra. L. Martinez del Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina de la UANL.

2.2.3 Leucocitos Polimorfonucleares Humanos (LPMN)

Obtuvimos los LPMN a partir de sangre perifénica 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.
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2.3 Preparacién de los Medios de Cultivo y Soluciones

Indicamos las concentraciones de los medios de cultivo y soluciones madre con un
numero seguido de una X que representa su councentracion respecto s la solucidn de
trabajo o solucién 1X. Preparamos las soluciones con agua desionizada (4.0 Megaohms,
desionizador Sybron/Barstead Co. Div. de Sybron Corporation, Boston, MA, USA.).

2.3.1 Medios de Cultivo

2.3.1.1 Preparacién del MEM Basal

Disolvimos el contenido de un sobre (12 g) con 800 ml de agua desionizada, afiadimos
2.2 g de NaHCQ,. Ajustamos el pH a 6.7, afiadimos 10 ml de la solucién de antibidticos
100 X y aforamos a 1 1. Esterilizamos por filtracién a través de membranas de
nitrocelulosa HAWP, poros de 0.22 pm (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA).
Distribuimos en aliquotas de 85 ml en botellas estériles de borosilicato con tapén de
rosca. Guardamos a 4°C hasta su uso.

2.3.1.2 Solucién 100 X de Antibiéticos (Penicilina-Estreptomicina)
Penicilina G-sddica 200,000 U.L y sulfato de estreptomicina 0.5 g. Disolvimos los

componentes en 100 ml de agua desionizada y esterilizamos la solucién por filtracion. La
almacenamos a -20°C en aliquotas de 10 ml en tubos estériles con tapon de rosca de

16 x 100 mm, Pyrex.

2.3.1.3 Preparacion y Almacenamiento del Medio MEM Completo
En condiciones asépticas, agregamos 15 ml de suero fetal bovino esterilizado por

filtracion a cada frasco conteniendo 85 mi de medio MEM basal (solucién de trabajo 1 X)
y los guardamos a 4°C hasta su uso.
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2.4 Obtencion 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 plastico de 2 1. Incubamos la sangre por 6 h a 36°C y separamos el coagulo
de las paredes de la probeta con una varillsa 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 1 1.

Descongelamos el suero y lo filtramos por una senie de mmembranas con tamaiio de
poro desde 10 hasta 0.22 um, utilizando presién positiva de N, antes de esterilizarlo
condiciones asépticas a través de membranas HAWP con poros de 0.22 pum, Distribuimos
¢l suero en aliquotas de 100 ml en botellas estériles de borosilicato con tapén 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.

2.5  Preparacion del Medio de Cuitivo PEHPS

251 EHP(72).

2.5.1.1 Preparacién y almacenamiento. Para cada lote de EHP utilizamos 350 g de
pancreas de bovino, 350 g de pancreas de cerdo y 1000 g de higado de bovino; los
limpiamos de tejido conectivo y los lavamos con NaCl al 0.85%; los cortamos en trozos
pequeiios y los molimos con un molino de came eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L.); el
producto lo licuamos y mezclamos con 1.354 volimenes de PBS, pH 8.0 precalentado a
56°C. Para ajustar el pH agregamos 10 ml de NaOH 10 N por cada 2,800 ml del licuado
y lo incubamos durante 4 h a 37°C. Esta mezcla la colocamos en un vaso de precipitado
de 4 | de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware Division, 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 ml de tierra blanca, Hiflo Estandar/] de extracto)
y lo filtramos pasindolo a través de un colchén de 400 ml de tierra de diatomeas

(Estandar Super Cell) sobre matraz Kitasato de 4 I). Preparamos el co.chén suspendiendo
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200 ml de tierra en agua desionizada, aforando a 1 1. Pasamos la mezcla a través de un
filtro Whatman # 1 (Whatman, Laboratory Division, Springfield Mill, Maidstone Kent.,
England), colocado sobre un embudo Buchner, dejando [a tierra compacta pero evitando
gue se formaran grietas. El producto final lo almacenamos a -20°C hasta el momento de
usarlo.

2.5.2 PEHP

Para su preparacion disolvimos peptona de caseina (10 g); glucosa (6 g); L-cisteina
(1 g); écido ascorbico (0.2 g): KH,PO, (0.6 ml) y K;HPO, (1 g) -en 500 ml de agua
desionizada. Descongelamos el extracto de higado y péncreas y lo filtramos por papel
Whatman No. 1. Tomamos 250 ml y los agregamos a los demas componentes, ajustamos
el pH a 7.0, aforamos a 1 | y distribuimos 10 ml de medio en tubos de cultivo de
borosilicato de 16 x 125 mm con tapén de rosca (Pyrex o Kimax), o 350 ml en frascos
para cultivo en suspensién de 500 mi (“spinners”, Bellco Glass Inc. Vineland, NJ, USA).
Esterilizamos por autoclave a 15 Ib/pulg?/15 min. Almacenamos a temperatura ambiente.

253 PEHPS

Afadimos asépticamente a los tubos con 10 ml de medio basal PEHP, 1 ml de suero
de bovino descomplementado o 35 ml a ios “spinners” con 350 ml del medio.

2.6 Composicién y Preparacién de las Soluciones
2.6.1 Solucién de Tripsina al 2.5%
Disolvimos 2.5 g de tripsina en 100 ml de agua desionizada mediante agitacion lenta a

4°C toda la noche. Filtramos en papel Whatman No.l. Esterilizamos por filtracion
(0.22 pm) y guardamos a -20°C en aliquotas de 10 ml.
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2.6.2 Tripsina-TD 0.25% (1 X)

Mezclamos 5 mi de Ia solucion de tripsina al 2.5%, 0.3 ml de rojo de fenol al 1%,
0.5 ml de }a solucién de estreptomicina-penicilina (100 X) y aforamos a 50 ml con salino
TD 1 X Esterilizamos por filtracion y distribuimos en aliquotas de 6 ml en tubos de
borosilicato de 13 x 100 mm con tap6n de rosca esténles. Almacenamos a -20°C.

2,6.3 Solucién de Rojo de Fenol al 1%

Disolvimos 1 g de rojo de fenol en 6 ml de NaOH 1 Ny aforamo; a 100 ml con agua
desionizada. Filtramos por papel Whattman No.1 y almacenamos a -20°C.

2.6.4 Salino TD 1 X

Disolvimos NaCl (8 g), Na;HPO, (0.1 g), KC1 (3.75 g) y Trizma base (3 g) en 700 ml
de agua desionizada. Aiadimos 15 m! de HCl 1 ¥ y agitamos hasta que la solucion
adquirié la temperatura ambiente (15 min). Ajustamos el pH a 74 con HCl 1 N y
aforamos a 1 | con agua desionizada. Distribuimos en frascos de vidrio cada 100 ml y
esterilizamos por autoclave a 15 Ib/pulg’/15 min. Almacenamos a temperatura ambiente.

2.6.5 PBS
Disolvimos NaCl (6.5 g), K;HPO, (2.8 g) y KH2PO, (0.4 g) en 1 | de agua desionizada
y ajustamos el pH a 7.5 con NaOH 10 N. Distribuimos Ia soluci6n en frascos de

borosilicato de 100 ml y esterilizamos por autoclave a 15 lb/pulg® durante 15 min.
Almacenamos a 4°C.
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2.6.6 SSB 1X

Pesamos CaCl; (0.07 g), glucosa (1 g), NaCl (7.2 g), KCI (0.4 g), MgSO, (0.2 g), ¥
Tnzma base (0.12 g). Estos ingredientes los disolvimos en 800 ml de agua desionizada y
ajustamos el pH a 7.0 con HCl 5 N. Aforamos a 1 | y ajustamos la osmolaridad a
300 + 10 mOsmvKg con NaCl. Esterilizamos por filtracion distribuyendo aliquotas de 100
ml de la solucion en frascos estériles con tapon de rosca y los almacenamos a -20°C.

2.6.7 PLA; (EC 3.1.1.4) de N. mocambique

Preparamos las concentraciones de PLA; (1,865 unidades por mg de solido, 1,865
unidades por mg de proteina, pI= 8.8) de acuerdo a nuestras necesidades de ensayo en
SSB.
2.6.8 Preparacién del MTT

Preparamos 10 ml de una solucién de 2 mg/ml de MTT en SSB y la esterilizamos por
filtracién con membranas de nitrocelulosa con poro de 0.22 ym. Almacenamos a 4°C a
resguardo de la luz hasta su uso.
2.6.9 Preparacion del PMS

Preparamos 5 ml de una solucién de 3.55 mg/ml de PMS en agua desionizada y la
esterilizamos por filtracion con membranas de nitrocelulosa con poro de 0.22 pm.
Almacenamos a 4°C a resguardo de la luz hasta su uso..

2.6.16 Isopropanel Acidificade 0.04 M

Mezclamos 2 ml de HCI 1 M con 48 ml de isopropanol. Almacenamos a temperatura

ambiente.
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2.6.11 Colorante de Wright

Mezclamos 0.28 g del colorante de Wright con 100 ml de metanol. Agitamos 1 h
tapado y filtramos en papel Whatman No.1. Almacenamos en frascos a&mbar hasta su uso.

2.6.12 Solucién de Azul de Tripano al 0.1%
Disolvimos 0.1 g de azul de tripano en 100 ml de SSB.
2,6.13 Solucién de Alsever 10 X

Mezclamos y disolvimos citrato trisodico (5.37 g), dcido citrico-H20 (1.87 g), glucosa
(dextrosa) (5.36 g) y cloruro de sodio (5.27 g) en agua bidestilada, aforamos la solucion
a 100 ml y [a esterilizamos por filtracién, a través de una membrana de nitrocelulosa (con
poros de 0.22 pm) y llenamos tubos para cultivo con 10 ml de esta soluciébn. Tapamos
bien los tubos y los almacenamos a -20°C.

Preparamos la solucién de trabajo descongelando el contenido de un tubo de solucion
10 X y diluyéndola con 90 ml de agua bidestilada estéril. Usamos inmediatamente esta
solucion isotonica (290 mOsm/kg).

2.6.14 Polymorphprep® (GIBCO Laboratories, Grand Island, N.Y., USA)

Es una solucion estéril para el aislamiento de granulocitos polimorfonucleares (PMN)
de sangre total en un sdlo paso; esta compuesta de 13.8% (p/v) de metrizoato de sodio y
8.0% (p/v) de dextran 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 afios conservandolo estéril y protegido de la luz a
temperatura ambiente (20°C).
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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) comprendi 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 escobillon y 4
enjuagues con agua de Ia llave; 3) enmuague por lo menos 24 h con acido clorhidrico
diluido al 1% con agua de la llave, 4) tallado con escobillén y 7 enjuagues con agua de la
lave; S) tres enjuagues con agua destilada y 6) secado en homo a 200°C por 3 h con e
material colocado boca abajo en canastillas metalicas.

Las pipetas serolégicas (Bellco Glass Inc. N.J., USA) y las pipetas Pasteur las lavamos
de la siguiente manera: 1) remojo en PCC-54 al 2% en pipeteros de polipropileno
(Nalgene, Labware Division, N.Y., USA) por {o menos 24 h; 2) enjuague en un sifon para
lavar pipetas (Naigene) por lo menos 2 h; 3) dos enjuagues por inmersion en pipeteros
con agua destilada; 4) secado en hormo a 200°C por 3 h.

Los bulbos contaminados con material biologico y los tapones de los recipientes de
cultivo los remojamos ea 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 KEsterilizacién del Material

En general, todo el matenal de borosilicato para el cultivo de amibas y células de
mamifero lo esterilizamos en autoclave. Los tubos, frascos y botelias los esterilizamos
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con los tapones flojos los cuales apretamos al terminar el tiempo de esterilizacidén estando
aun calientes los tubos. El material asi esterilizado lo almacenamos protegido del polvo a
temperatura ambiente, hasta su uso.

3.2 Cultives Axénicos de Entamoeba histolytica 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 el buen estado morfologico y la movilidad de las
amibas. De los tubos observados escogimos el mejor cultivo y lo colocamos en agua-
hielo de 10 a 15 min al término de los cuales homogenizamos el cultivo por inversion
suave del tubo (5 a 6 veces) y determinamos la densidad celular en un hematocitometro
(American Optical, Scientific Instruments Div., NY, USA).

En cada resiembra sembramos 3 tubos con 11 ml de PEHPS con un inéculo de 1 x 10°
trofozoitos/ml cada uno y los incubamos a 37°C; repetimos este protocolo cada 3 dias,
cuando las amibas se encuentran en el segundo tercio de su fase logaritmica de

crecimiento.
3.2.2 Curva de Crecimiento

Inoculamos 30 tubos de cultivo (PEHPS) con 1 x 10° amibas/ml e incubamos a 37°C.
Cada 24 h determin~mos la densidad celular de 3 tubos en un hematocitometro. Con los
datos obtenidos calculamos la media y desviacion estindar a cada intervalo de la curva de
crecimiento y con los valores obtenidos, por regresion linear, calculamos el incremento y
¢l tiempo de duplicacion celular.
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3.2.3 Obtencién de la Biomasa Amibiana (Cultivos Masivos)

Obtuvimos la biomasa amibiana necesaria cultivando axénicamente la cepa HM1 en
suspension en frascos para cultivos masivos “spinners” usando PEHPS como medio de
cultivo (72, 73). Inoculamos 1 x 10* amibas/ml en cada “spinner” e incubamos 48 h a
37°C en condiciones estiticas, y 24 h en agitaciéon (50 rpm) a 37°C.

3.3 Obtencién de Extractos Celulares

3.3.1 Cosecha Amibiana y Obtencién de P30

Enfriamos los spinners conteniendo los trofozoitos creciendo en su fase logaritmica
por 15 min en agua-hielo. A partir de aqui todo & proceso lo desarrollamos a 4°C.
Lavamos los cultivos masivos amibianos con PBS centrifugindolos a 1,200 x g por
10 min. Resuspendimos el sedimento con 2 volimenes de PBS y lo homogeneizamos con
un homogeneizador tipo Elvejem Pother (50 golpes) para obtener un extracto total. Este
extracto lo centrifugamos a 135 x g por 15 min para obtener la fraccién nuclear y el
sobrenadante correspondiente, éste sobrenadante lo centrifugamos a 30,000 x g por
15 min para obtener el sedimento correspondiente a la fracccion P30 (Fig.1), esta
fraccidn la resuspendimos en 2 volimenes de PBS y la guardamos a -70°C hasta su uso.

3.4 Cuantificacién de Proteinas
Determinamos la concentracion de proteinas en muestras biologicas particuladas
mediante el método de Lowry y col. (75). Las concentraciones de las fracciones

cromatograficas fueron determinadas espectrofotométricamente, tomando como base que

1 Azg = 1 mg/ml en celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria Gptica.
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CULTIVOS MASIVOS

Homogeneizacion a 4°C

lEXTRACT O TOTAL
Centrifugacion 15 min/135 x g
I |
SOBRENADANTE SEDIMENTO 1
POSTNUCLEAR (N; FRAC. NUCLEAR)
Centrifugacién 15 min/30,000 x g

SOBRENADANTE SEDIMENTO 2

POSTVESICULAR FRACCION

VESICULAR P30

Fig. 1. Diagrama de flujo de la obtencién de la fraccion vesicular P30 de E. histolytica.

3.5 Determinacion de la Actividad Fosfolipisica

3.5.1 Cromatografia en placa fina

Comprobamos la activ.iad de fosfolipasa de tipo A; de la fraccion P30 utilizando
como substrato L-1-dipalmitoil -[palmitoil-1-"*C]-fosfatidilcolina (['*C]JFC). Este
substrato est4 marcado en ¢l carbon 1 del acido palmitico esterificado en la posicion 2 del
glicerol, considerando que si la radioactividad se localizaba en la mancha cromatografica

correspondiente a ['“C] 4cidos grasos libres (AGL), la fosfolipasa seria de tipo A,.
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Diluimos los lipidos marcados con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a una
concentraciéon especifica de 1800 pCi/mole y solubilizada en presencia de 0.4% de tritdn
X-100. Analizamos los productos de la hidrélisis, segin el método descrito por
Opperdoes (55), después de incubar a 37°C por 2.5 h, paramos la reaccion con 25 pl de
una mezcla conteniendo 0.75 mg/ml de FC, 1 mg/ml de AGL y 1 mg/ml de
lisofosfatidilcolina (LFC) en 4cido tricloroacético-butanol (5%), agitamos los tubos en un
vortex y aplicamos 25 pl de cada muestra en placas cromatogrificas de silica gel
(Whatman, de borosilicato, 10 x 10 x 1 cm), separamos los productos de la hidrolisis
usando una mezcla de disolventes para lipidos polares (cloroformo-metanol-dcido
acético-agua, 170:40:;16:8). Después colocamos las placas en una cimara saturada con
vapor de yodo donde las manchas lipidicas se revelaron como puntos amarillos o cafés
sobre fondo blanco. Colectamos cada una de las manchas por separado raspandolas con
una navaja de bisturi. Mezclamos cada mancha con 5 ml de mezcla para centelleo liquido
en viales de borosilicato de 20 ml de capacidad y determinamos la radioactividad en las
manchas correspondientes a FC, LFC, y AGL, la cuantificacion la hicimos en un
espectrofotometro de centelleo liquido. La radioactividad la encontramos en las manchas
correspondientes a ['*C) 4cidos grasos libres, lo cual significo la presencia de actividad
fosfolipasica de tipo A; 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 cm® (Falcon, CA, USA) con una monocapa
confluente de células de Chang, retiramos por succion el medio de cultivo en condiciones
asépticas y agregamos 2 ml de tripsina al 0.25%. Incubamos 5 min a 36°C y agregamos
4 ml de medio de cultivo completo. Resuspendimos suavemente y transferimos la
solucion a un tubo cénico graduado de 12 ml, esténl y con tapén de rosca. Lavamos 2
veces con SSB centrifugando a 600 x g por 5 min (cosecha celular). Resuspendimos el

paquete celular con § ml de medio de cultivo completo y contamos en un
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hematocitometro. Sembramos 1 x 10° células/ml en botellas de cultivo nuevas y
agregamos a cada una 4 ml de medio de cultivo completo. Incubamos a 36°C con
atmésfera hiimeda y 5% de COa con los tapones semiflojos.

3.6.2 Crioconservacién de las Células de Chang

Cosechamos las células en un tubo conico graduado como lo describimos
anteriormente y las resuspendimos en medio de cultivo completo con 10% de
dimetilsulfoxido y 20% de suero fetal de bovino. Ajustamos la densidad celular a 1 x 10°
células por ml. Colocamos 1 ml de esta suspension celular en tubos estériles de
polipropileno de 2 ml (A/S Nunc, CA, USA) y las congelamos 3 h a -20°C, 3 h a -70°C
y finalmente las almacenamos en N; liquido (-196°C).

3.6.3 Descongelamiento de las Células de Chang

Tomamos un tubo comteniendo el cultivo celular congelado e inmediatamente lo
pusimos a 36°C en bafio maria hasta descongelarlo. Distribuimos el contenido en
2 botellas de cultivo de 25 cm” y agregamos 4 ml 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 dimetilsulfoxido.

3.6.4 Limpieza de la incubadora de CO,

Cerramos los tapones de todas las botellas de cultivo y colocamos los cultivos en un
lugar seguro y sin corrientes de aire. Lavamos las charolas con SDS al 1% y después con
etanol comercial al 96%. Las esterilizamos en el horno 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.
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3.6.5 Curva de Crecimiento de las Células de Chang

Sembramos 1 x 10* células de Chang en cajas Petri de plastico de 2 ml e incubamos a
diferentes tiempos a 36°C con atmésfera mimeda y 5% de CO,. Cada 24 h a cada una de
las cajas le retiramos el medio de cultivo y le agregamos 1 ml de tripsina al 0.25%,
incubamos 10 min en las condiciones anteriores y le agregamos 1 ml de medio de cultivo
completo. Homogeneizamos y determinamos la densidad celular de cada caja (por
triplicado) en un hematocitometro.

3.7 Recoleccion y Purificacién de los LPMN Huanos' (Fig. 2).
3.7.1 Preparacién de Ias Muestras de Sangre
Usamos sangre bumana total heparinizada. Todo el oroceso de separacion 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 Preparacién del Gradiente de Polymorphprep®

Colocamos cuidadosamente $ ml de sangre total sobre 3.5 mi de Polymorphprep® en
un tubo de polipropileno de 12 ml, evitando mezclar la sangre con el liquido de
separacion, permitiendo asi, la formacion del gradiente de separacién.

3.7.3 Separacién de los LPMN

Centrifugamos las muestras sobre el Polymorphprep® a 450-500 x g por 25 min en
una centrifuga con rotor de angulo vaniable a 20°C.
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3.7.4 Recuperacion de LPMN

Después de la centrifugacion observamos 2 bandas de leucocitos. La banda superior
en la interfase muestra/'medio consiste de células mononucleares, mientras que la
segunda banda inferior se encuentran los LPMN. Los globulos rojos sedimentaron al
fondo del tubo. Cosechamos las bandas celulares por puncién del tubo con una jeringa de
tuberculina y diluimos la fraccién con los LPMN con un volumen de una soluciéon de
NaCl 0.45% para restaurar la osmolaridad normal.

3.7.5 Lavado de los LPMN

Transferimos la suspension celular a un tubo de 3 ml y afiadimos 5 ml de SSB.
Centrifugamos a 400 x g por 10 min a 20°C. Resuspendimos los LPMN en 5 ml de SSB y

repetimos el lavado una vez mas .

PURIFICACION DE LPMN

Obtener la
banda de LPMN

1,100 rpm
— por25min —> [

<

Sangre sobre
polymorphprep

PMN puros contra
hepatocitos en :
—, microplaca. — b

Figura 2. Método de Obtencion y Purificacién de LPMN.
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3.7.6 Lisis de los Eritrocitos

Retiramos el sobrenadante y resuspendimos el paquete de LPMN en 500 ul de SSB,
agregamos 1,500 pl de agua desionizada fria (4°C) y resuspendimos para eliminar los
eritrocitos contaminantes, agregamos 290 ul de solucién de NaCl al 3% para restaurar la
osmolaridad y 5 ml de SSB. Centrifugamos 5 min a 400 x g. Resuspendimos en 4 ml de
SSB y determinamos la densidad mediante cuenta en un hematocitdometro,

3.7.7 Tinciéon de los LPMN

Hicimos frotis a partir de cada una de las bandas y los tefiimos 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 demas
bandas. Después de la purificacién 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 succion con
vacio y agregamos 2 ml de tripsina al 0.25%. Incubamos 10 min a 37°C hasta que las
células se despegaron de la caja. Agregamos 5 ml de medio de cultivo completo y
resuspendimos suavemente. Pasamos toda la suspension celular a un tubo cdnico
graduado de vidrio de 12 ml con tapén de rosca, estéril y lavamos 2 veces centrifugando
a 600 x g por 5 min. Retiramos el sobrenadante y resuspendimos en 4 ml de medio de
cultivo completo. Contamos el nimero de células en un hematocitometro y prep:.amos
una suspension de 1.5 x 10° células/mi. Sembramos 3 x 10* células en 200 ul de MEM
completo por pozo en microplacas de poliestireno de 96 pozos (Coming Glass Works;
Comning, New York 14831). Incubamos 24 h a 37°C en atmosfera himeda con 5% de

CO;, para que se forme la monocapa confluente.
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3.8.2 Ensayo Colorimé(rico

Lavamos 2 veces cada pozo con 200 ul de SSB. Agregamos 25 pl del agente o
suspension célular o la mezcla de ambos a probar e incubamos 1 h o tiempos variables a
36°C en atmdsfera mimeda con 5% de CO,. Luego de la incubacion lavamos cada pozo 2
veces con 200 pl de SSB y agregamos 50 pl de MTT 4.82 mM (0.1 mg en SSB) u otra
concentracion si se indica y 10 ul de PMS 1.89 mAf (0.035 mg en agua desionizada) por
pozo. Incubamos 75 min o tiempos variables a 36°C en atmésfera humeda con 5% de
CO,. Lavamos como en el paso anterior y agregamos 210 ul de alcohol isopropilico
acidificado (HCI 0.04 A en isopropanol). Dejamos reposar aproxiniadamente 10 min y
resuspendimos con pipeta de repeticion. Pasamos el sobrenadante & una microplaca nueva
y leimos 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 ddsis
citolitica media del agente dado utilizamos el analisis de regresion lineal y anélisis de
correlacion (75).

MODELO COLORIMETRICO (MTT)

Micropiaca con Lavar
5 Incub,
hepatocitos con SSB g

Figura 3. Determinacion de fa viabilidad, toxicidad y activacién
celular utilizando una sal de tetrazolio (MTT).
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3.8.3 Determinacion del Tiempo Optimo de Reduccién del MTT

A 16 series de tres pozos con monocapas de células de Chang lavadas con SSB
agregamos 50 pl de MTT 4.82 mM; 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 atmoésfera himeda de CO; 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 Determinacién de la Mejor Longitud de Onda Para Registrar la DO
Producida por la Reduccién del MTT

Luego de disolver los cristales de formazin formados por la reduccién del MTT por
monocapas confluentes de células de Chang, determinamos su absorbancia en longitudes
de onda desde 320 nm hasta 600 nm en un espectofotémetro Beckman DU® 650i.

3.8.5 Determinacién de la Concentracién 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 Relacion Entre Ia Densidad Celular y la Reduccién del MTT

Sembramos cantidades variables de células (desde 5 x 10° hasta 6 x 10*) en 200 pl de
medio MEM completo por pozo en microplacas de 96 pozos. Incubamos los cultivos por
20-24 L a 36°C en atmésfera humeda con 5% de CO, 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 ul de MTT (4.832 mM) y 10 pl de PMS (1.89 mAs).
Incubamos 75 min en las condiciones anteriores. Proseguimos con el método como

describimos anteriormente.
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3.8.7 Determinaciéon de la DCsgy del Triton X-100

A series de tres pozos con momocapas de células de Chang lavadas con SSB
agregamos 25 pl de Trit6n X-100 a diferentes concentraciones (de 0.0005 a 0.5% v/iv) e
incubamos por 1 h a 36°C en atmésfera himeda con 5% de CO,. En seguida, lavamos
con SSB, agregamos el MTT y el PMS y proseguimos como se indica anteriormente.

3.9 Determinacion de la DHse de la PLA; de N. mocambique y de P30

Calculamos la potencia hemolitica de la PLA; mediante la liberacion porcentual de
hemoglobina. Colectamos 5 ml de sangre de rata tipo Sprague Dawley en tubo de ensaye
conteniendo solucién de Alsever (1:1; v/v). Centrifugamos a 2,000 rpm/15 min a
temperatura ambiente y desechamos ¢l sobrenadante junto con los leucocitos. Obtuvimos
los eritrocitos y los lavamos con SSB (1:1; v/v). Retiramos el sobrenadante y distribuimos
los eritrocitos en tubos de polipropileno (eppendorf de 1.5 ml) para guardar a 4°C.
Tomamos 150 pui de este paquete de eritrocitos y lo diluimos en 625 pl de SSB (solucion
al 20%). De esta sohucidn, distribuimos 25 pl en tubos eppendorf de 1.5 ml y agregamos
a cada uno concentraciones variables de PLA; de N. mocambique (desde 0.681 ng hasta
17.04 ng) en 25 pul de SSB o concentraciones variables de P30 (desde 6.25 hasta 50 pg
de proteina) en 25 pl de SSB. Incubamos 1 h a 37°C para la PLA; y 3 h a 37°C para la
P30. A los tubos de prueba agregamos 1 ml de SSB; a los controles positivos agregamos
1 ml de agua destifada para Ia liberacién total de hemoglobina. Centrifugamos a
4,000 rpm por 2 min (en microfuga Beckman), recobramcs el sobrenadante y
determinamos la absorbancia a 415 nm utilizando un lector de microplacas (EIA multi-
well, Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA)
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3.10 Determinacién de la DCs, de la PLA; de N, mocambique

A series de tres pozos ¢on monocapas de células de Chang lavadas con SSB
agregamos 25 pl de PLA; de N. mocambique a diferentes concentraciones (de 0 a 17 ng
de PLA,/pozo) e incubamos por 1 h a 36°C en atmosfera himeda con 5% de CQ..
Lavamos con SSB, agregamos el MTT y el PMS y proseguimos como indicamos

anteriormente.

3.11 Efecto de Concentraciones Variables de Extractos Totales
de LPMN Sobre Celulas de Chang en Cultivo

Suspensiones conteniendo diferentes nimeros de LPMN las sometimos a 3 ciclos
repetidos de congelacion-descongelacion en nitrégeno liquido. Incubamos los extractos
celulares de LPMN con las células de Chang en 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 &l MTT y el PMS y proseguimos el ensayo como describimos
anteriormente. Nuestro control consisti6 en células de Chang incubadas en SSB en lugar
de los extractos de LPMN (100% de células vivas). Después de la interaccion,
corroboramos la viabilidad de las células de Chang por la exclusion de azul de tripano.

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 v PMS.
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3.12 Lisis de Células de Chang por Efecto de la PLA,; de
N. mocambique Mediada por LPMN

En este caso el nimero de células de Chang usadas en nuestros ensayos fue de
7.5 x 10°, de tal manera que al afiadir los LPMN tuvieramos una relacién de
LPMN:hepatocito de 100:1. Preincubamos 1.5 x 10° LPMN con 25 ul de PLA; de
N. mocambigue (usamos PLA; en concentraciones de 0 a 21 ng/pozo) por 6 h a 37°C.
Agregamos 25 pl de esta mezcla a los hepatocitos e incubamos 3 h a 36°C en atmosfera
himeda con 5% de CO,. Lavamos los pozos para retirar la PLA; y los restos celulares
resultantes de la accion de la PLA,;. 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 sabriamos si el efecto observado
sena inespecifico o estuviera claramente vinculado a la actividad de los LPMN. Como la
fosfolipasa actila primariamente sobre la membrana celular y los eritrocitos son de menor
tamafio que los PMN, igualamos la superficie de membrana de eritrocitos usados con ia
que presentan el nimero de los LPMN usados. Determinamos que 3.5 x 10° eritocitos

tienen la misma superficie de membrana que 1.5 x 10° LPMN,

3.13 Efecto de P30 Sobre Célutas de Chang Mediada por LPMN

Ajustamos las densidades en nuestros cultivos para tener una relacion de
LPMN:hepatocito (100:1). Preincubamos los LPMN con diferentes concentraciones de
P30 amibiana (desde O a 50 pg de P30; tomando en cuenta que 50 pg de proteina total de
P30 = 100 Unidades Hemoliticas) por 6 h a 37°C en tubos conicos graduados de 12 ml.
Agregamos 25 pl de esta mezcla a 7.5 x 10° células de Chang (preincubadas 24 h en
microplacas de 96 pozos) e incubamos 3 h a 37°C en atmoésfera himeda con 5% de CO».
Lavamos los pozos para retirar la P30 y los restos celulares en caso de haber ocurrido
citolisis o0 muerte celular por efecto de la P30. Agregamos MTT y PMS y proseguimos

con el ensayo como describimos anteriormente.
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4. RESULTADOS
4.1 Curva de Crecimiento de E Aistolytica Cepa HM1

Una parte importante en el manejo adecuado de los microorganismos y células en
cultivo es conocer su curva de crecimiento. El patr6n general de crecimiento presenta una
fase de acondicionamiento (fase lag), una fase exponencial (fase log), una fase
estacionaria y una fase de muerte. La fase de crecimiento exponencial se caracteriza por
ser la etapa en ia cual las células se encuentran en su fase éptim'a de crecimiento y
funcionalidad metabolica. E. histolytica posee este mismo patron de crecimiento (Fig. 4).
La fase logaritmica tiene una duracion de 4 dias, durante esta fase el tiempo de
duplicacion es de 22 h. Para conservar los cultivos en fase exponencial continua y por lo
1anto en sus mejores condiciones para nuestros experimentos teniamos que subcultivarlas
cada 3 dias estando en el Gltimo tercio de su fase de crecimiento exponencial,
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Diss de incubacién 237°C

Figura4 . Curva de crecimiento de E. histolytica cepa HMI1:IMSS en tubos de cuitivo

con 11 ml de PEHPS, incubadas a 37°C. Cada punto es ¢l promedio de 3 determinaciones
+ desviacion estandar.
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4.2 Curva de Crecimiento de Células de Chang

El crecimiento de la linea de células de Chang también presenta las fases
caracteristicas de crecimiento (Fig. 5). El tiempo de duplicacion de las células fue de
26 h, con un incremento en la densidad celular de 18.3 veces. La fase exponencial tuvo
una duracién de 6 dias por lo que decidimos hacer las resiembras cada 7 dias con un
inéculo de 1 x 10° células/ml en medio MEM.
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Figura 5. Curva de crecimiento de células de Chang. Sembramos I x 10* céiulas en MEM.
Cada punto corresponde al promedio de 3 determinaciones. Las células presentaron un tiempo de
duplicacion de 26 h, incubadas a 36°C en atmdsfera bimeda y 5% de CO,.
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4.3 Estandarizacién de un Modelo Para Determinar el Efecto
dela PLA; y de la P30 Sobre Células de Chang

4.3.1 Relacién Temporal de la Reduccién del MTT por Células de Chang

Las células de Chang tienen la capacidad metabdlica 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 absorbancia esta en relacién directa con el tiempo de incubacion de las
células en presencia del MTT. Con el mimero de células usado (3 x 10*) y en presencia de
un acarreador de electrones externo (PMS) el proceso de reduccion del MTT por las

células de Chang llegh a su maximo luego de 75 min de incubacién (Fig. 6). Tiempos

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

de incubacién con MTT en 75 min. (Fig. 6).
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TIEMPO DE INCUBACION (min)

Figura 6. Relacién temporal de la reduccién del MTT por células de Chang. En microplacas de 96
pozos conteniendo 3 x 10* células por pozo agregamos 25 ul d¢ MTT (2 mg/ml) y 10 pl de PMS
(3.5 mg/ml) e incubamos a tiempos vaniables a 36°C. Cada punto representa el promedio +
desviacion estindar de 9 determinacioncs en 3 experimentos independientes.
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4.3.2 Longitud de Onda de Mdxima Absorbancia del MTT

Probamos diferentes longitudes de onda para leer la absorbancia que presenta el
formazan (producto resultante de la reduccién del MTT). Observamos que este
compuesto alcanza su méixima absorcion 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 Ia
referida en otros trabajos donde utilizan el modelo de] MTT.
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Figura 7. Espectro de absorcion del formazin producido por 3 x 10 células de Chang
cultivadas en MEM.
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4.3.3 Relaciéon Entre Desarrollo de Color y Ia Concentracién de MTT
en Células de Chang

Usando un tiempo de incubacion de 75 min (tiempo en que ocurre la mayor reducciéon
del MTT), analizamos el efecto de diferentes concentraciones de MTT en el desarrollo de
la reaccién. Encontramos que al agregar la solucion del MTT en concentraciones
mayores de 2 mg/ml, se produce una disminucion en la eficiencia de la reaccién (Fig. 8).
Decidimos usar la concentracidén 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. Relacién entre la DO y la concentracién del MTT en monocapas de células de Chang
en microplacas de 96 pozos. A cada concentracion le agregamos PMS e incubamos por 75 min
a 36°C. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos + desviacion estandar.

/
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4.3.4 Relacién Lineal Entre la Densidad Celular y Ia Reduccién de! MTT

Determinamos la relacion entre la densidad celular de los cultivos y la reduccion del
MTT. Observamos que la reduccion del MTT es directamente proporcional al nimero de
células vivas obteniendo una ¥ =0.996 con un tiempo fijo de incubacién de 1 h a
36°C (Fig. 9). Esto nos asegurd que nuestro modelo podia detectar diferencias en el
nimero de células presentes en un cultivo. Por el hecho de que en los pozos de las
microplacas una monocapa se forma con 3 x 10* células, elegimos esta densidad para

NUEStros ensayos posteriores.
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Figura 9. Relacion lineal entre la densidad celular y la reduccién del MTT. En microplacas de
96 pozos sembramos un mimero variable de células de Chang y afadimos MTT y PMS.
Cada punto representa €] promedio de 3 experimentos por triplicado + desviacién estandar.
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4.4 Efecto Citolitico de Concentraciones Variables de Tritén X-100

Una vez que encontramos las condiciones idoneas 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 Tritén X-100. Cuando utilizamos el detergente Triton X-100
encontramos una curva sigmoide tipica de los agentes liticos. El porcentaje de muerte
cetular, calculado en base a nuestro control de 100% de células vivas incubadas con SSB,
estuvo en relacion directa con el aumento en la concentracion del detergente utilizado (de
0.025 a 0.05%). Necesitamos una concentracion de 0.05% (v/v) del detergente para
producir 96% de muerte en una monocapa de células de Chang. Calculamos la DCy en
0.039% del triton X-100 (v/v). De esta manera comprobamos que nuestro modelo si era

adecuado para detectar y cuantificar un efecto citolitico (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto citolitico de concentraciones variables de triton X-100 en microplacas de
96 pozos después de 1 h de incubacién a 36°C con las monocapas celulares. Cada punto
representa el promedio de 3 experimentos por triplicado * desviacion estandar.
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4.5 Actividad Hemolitica de la PLA; de Veneno de Cobra (N. mocambique)

Antes de probar la actividad citolitica de la PLA; de veneno de cobra fue importante
determinar su potencia hemolitica; ya que es un parametro bien establecido para conocer
su nivel de actividad. Determinamos su actividad hemolitica por Ia liberacion porcentual
de hemoglobina de globulos rojos de rata. Encontramos que la liberacion de hemoglobina
se incrementa proporcionalmente con concentraciones crecientes de PLA; (entre 8.25 y
17.04 ng) (Fig. 11). Calculamos la dosis hemolitica ;50 (DHs) de la PLA; de
N. mocambique en 12.17 ng de proteina incubada en un volumen de 25 pl por 1 h a

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

DO 413 nm

8 8 10 12 14 18 18
PLA, (ng)

Figura 11. Actividad hemolitica de 1a PLA; de veneno de cobra (N. mocambique). Incubamos
concentraciones vanables de PLA; con 25 pl de una suspensién de enitrocitos al 20% por 1 ha
37°C. Calculamos la hemoglobina liberada con respecto a la lisis total de un nimero equivalente
de entrocitos lisados por choque hipotonico. La DH;, fue de 12.168 ng. Cada punto representa el
promedio de 3 experimentos por triplirado + desviacion estandar.
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4.6 Actividad Citolitica de la PLA; de Veneno de Cobra (N. mocambique)

Una vez que determinamos la DHso de la PLA; de N. mocambique calculamos las
concentraciones de proteina a utilizar en nuestro modelo para detectar actividad citolitica.

Considerando que las células nucleadas tienen la capacidad para soportar mejor el
ataque de citolisinas por su capacidad regenerativa de membrana y organelos
citoplasmicos, estimamos probar concentraciones de PLA; 10 veces mayores que las
usadas para los eritrocitos. En este caso también encontramos una clara dependencia det
aumento de la actividad citolitica con el aumento en la concentracién de la fosfolipasa
utilizando el modelo del MTT (Fig. 12). Calculamos la dosis citolitica 50 (DCso) en 51 ng
de proteina sobre 3 x 10° células de Chang, a 1 h de incubacién a 36°C.
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Figura 12. Actividad citolitica de la PLA, de veneno de cobra (N. mocambique). Determinado por
el modelo del MTT. Probamos diferentes concentraciones de PLA; sobre monocapas de células de
Chang e incubamos 1 h a 36°C. La DCy fue de 51 ng de proteina. Cada punto representa el
promedio de 3 experimentos por triplicado + desviacién estandar.
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4.7  Actividad Citolitica de la PLA; de N. mocambigue Mediada por LPMN

Determinamos el efecto de concentraciones variables de PLA; y de PLA; preincubada
con LPMN o eritrocitos de rata. Encontramos que la PLA; si tiene un efecto litico sobre
las células de Chang. La concentracion mas alta de PLA; (21.3 ng) produjo un 32% de
muerte celular. Cuando [a fosfolipasa se preincuba por 6 horas con LPMN, el efecto
citolitico aumenta significativamente y en relacion a la concentracion de PLA,. La
concentracidn de 21.3 ng de fosfolipasa preincubada con LPMN produjo un 53.0% de
muerte celular. La preincubacién de la PLA; con eritrocitos de rata provocd una
disminucién en la actividad citolitica de la fosfolipasa. La mas alta concentracién
preincubada con eritrocitos produjo 4.6% de muerte celular (Fig. 13 y Tabla 1).
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Figura 13. Lisis de células de Chang por efecto de la PLA; mediada por LPMN.

(PLAYERITR) PLA,; preincubada con eritrocitos humanos en cantidad equivalente en superficie
de membrana a los LPMN usados en la interaccion PLAYLPMN.

(PLA;) PLA, preincubada solamente en SSB, sobre células de Chaug,

(PLAYLPMN) PLA; preincubada con LPMN humanos.

Todas las preincubaciones fueron hechas por 6 f, con cantidades equivalentes de PLA; y

sobre el mismo aimerc de células de Chang.

Cada punto es el promedio de 3 experimentos por triplicado + desviacién estandar.
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TABLA 1.

Potenciacion del Efecto Citolitico de PLA; de N. mocambique Sobre Células de
Chang Mediade por LPMN.

Componentes del ensayo % de muerte celular Incremento del
Absoluta Relativa | efecto citolitico
PLA; + eritrocitos 46+102 1 -
+ células de Chang
LA+ 32+52¢* 6.96 6.96
células de Chang
LAz + LPMN 53+£2* 11.52 11.52
+ células de Chang

¢ El nimero de eritrocitos usados (3.5 x 10°) fue equivalente a la superficie membranal
(5.7 x 10° pm* ) dada por 1.5 x 10° LPMN humanos.

¢ Concentracion de PLA; de N. mocambique 21.3 ng equivalente a 1.8 DHsg.

¢ Numero de LPMN por pozo fue de 1.5 x 10° LPMN humanos

¢ El mimero de células de Chang en todos los ensayos fue de 1.5 x 10°.

* Diferencia sigpificativa (o = 0.01) entre los tratamientos.
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4.8 Efecto de Concentraciones Variables de Extractos Totales
de LPMN Sobre Células de Chang

Extractos de una suspension de LPMN (a una concentracién de 1.5 x 10°) obtenidos
por 3 ciclos repetidos de congelacién-descangelacion con N; liquido no lisaron a las
células de Chang, cuando los ensayamos por el modelo del MTT. Comprobamos estos
resultados por la exclusion de azul de tripano, las células de Chang preincubadas con
25 pl de extractos de LPMN (en proporcion equivalente hasta de 1:100) no resultaron
alteradas su viabilidad. Sin embargo, si observamos que los extractos de LPMN
estimularon el metabolismo de los hepatocitos, pues encontramos' un aumento en la
reduccion del MTT en los cultivos tratados (Fig. 14). Para descartar que residuos de los
extractos de LPMN (luego de los lavados) tuvieran Ia capacidad de reducir el MTT y
produjeran un aumento en la absorbancia determinamos la reduccion del MTT por los
extractos de LPMN. Estos no reduieron el MTT.
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Fig 14. Efecto de conceniraciones variables de extractos totales de LPMN sobre células de
Chang, utilizando ¢l modelo del MTT en microplacas de 96 pozos,
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4.9 Actividad Hemolitica de Ia Fraccion Vesicular Amibiana P30

La fraccion P30 produce una hemolisis directamente proporcional a su concentracion
(Fig. 15). Determinamos la potencia hemolitica de la fraccion P30 expresada en UH
Definimos 1 UH como el aumento en 0.05 unidades de absorbancia debida a ia liberacion
de hemoglobina causada por la P30. De tal manera que 1 pg de P30 tiene una potencia
hemolitica de 2 UH.
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Figura 15. Actividad bemolitica de la fraccion P30.. Calculamos la potencia bemolitica en
unidades hemoliticas (UH). 100 UH = 50 pg de proteina total. Cada punto corresponde a 3
determinaciones independientes.
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4.10 Efecto Citopitico de la Fraccién Vesicular P30 de E histolytica
Sobre Células de Chang

Encontramos que la fraccion P30 indujo una activacion en el metabolismo de [as
células de Chang, lo que provocd una mayor reduccion del MTT. Esta activacion
aparentemente fue mayor cuando el efecto fue mediado por LPMN y usando una alta
concentracién de P30 (Fig. 16).

DO 570 nm

P30 (UH)*
#100 UH = 50 ug DE PROTEINA TOTAL

Figura 16, Efecto citopético de la fraccién vesicular P30 de £ Aistolytica.

Enpomscon'le1o’ce1ulasdec1mg,anadnmsp30pmmcubadapor6hconssaéoon
LPMN e incubamos por 3 h. Como control de la capacidad reductora de P30, la preincubamos en
SSB y la afadimos a pozos sin células. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos

independientes.
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Cuando incubamos 50 pg de P30 (100 UH) con 7.5 x 10° células de Chang, encontramos
que produjeron una absorbancia de 2.08 nm, y cuando preincubamos la P30 con LPMN
(el mismo nimero 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 tunicamente (8in 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 unicamente,
estos valores los calculamos comparandolos 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 el MTT de las Células de Chang por
Efecto de la Fraccién P30.

Componentes del ensayo DOx7e Incremento de la
DOsre
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 fraccion P30 fue de 100 UH (1UH = liberacion de hemoglobina
eqmvalmte a0.005 UD04|5)

¢ Fl namero de células de Chang en todos los ensayos fue 7.5 x 10° células/pozo

¢ Nimero de LPMN usado fue 1.5 x 10° por pozo
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5. DISCUSION

Una de las caracteristicas més relevantes del protozoario parasito E. histolytica, es su
capacidad para destruir tejidos. Varias moléculas con actividad citolitica han sido
implicadas en este proceso, pero ain no se conoce el papel que desempefia 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 hepético amibiano;
éste se caracteriza por la destruccion de téjidos en las areas invadidas por el parasito. Las
primeras observaciones hechas en autopsias sugerian una carencia de respuesta celular
inmune (c.ref 57 ), sin embargo en modelos experimentales, usando himsters y gérbils, se
ha observado que al inocular amibas en el higado, se produce una reaccion inflamatoria
aguda. En esta etapa temprana, predomina la presencia de LPMN rodeando a las amibas
invasoras y no se observa un contacto directo entre amibas y hepatocitos, aunque el dafio
al tejido hepidtico es evidente (57).

En el absceso hepatico amibiano, la respuesta granulomatosa es ineficiente para
controlar el progreso de la invasion. Los leucocitos no son capaces de lisar a las amibas,
sino més bien éstas lisan a los leucocitos. Por lo que se ha propuesto que la destruccion
de las células hepéticas se debe principalmente a que los LPMN, que son lisados al acudir
a tratar de combatir la infecci6n, liberan su carga enzimitica por efecto de las citolisinas
de E histolytica, y que estas moléculas liberadas por los LPMN en conjunto con las
citolisinas del pardsito son en mayor parte las responsables de la destruccion cetular (57).

Estudios in vitro apoyan estas observaciones. Cuando cultivos de hepatocitos son
incubados conjuntamente con LPMN y amibas, el dafio celular es mayor que el producido

en los hepatocitos solo por las amibas (56).



Los LPMN poseen un nimero de mecanismos celulares que son cruciales para el
sistema defensivo del hospedero. Ellos producen citocinas y varios prostanocides en
respuesta a una infeccion o alteracién en los tejidos (77), ademas liberan potentes
enzimas proteoliticas y generan radicales de oxigeno cuya funciéon es matar
microorganismos patogénicos. El mismo mecanismo celular que los LPMN usan para
defender contra una invasion bacteriana también produce dafio celular y tisular, llevando
potencialmente a la disfuncién del organo 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 dafio hepético y este es responsable al menos en buena
parte por proteasas, pero no por los radicales oxigeno (78). '

Estos estudios sugieren que es posible que en el absceso hepatico amibiano este
involucrado un proceso similar, donde los LPMN sean activados por factores amibianos
aumentando la produccion de moléculas téxicas por parte de los LPMN.

E. histolytica posee varias moléculas mmplicadas como citolisinas y que son
potencialmente capaces de desarrollar un papel importante en su mecanismo patogénico.
En nuestro laboratorio se ha trabajado en los iltimos afios en un grupo de ellas; las
fosfolipasas. Las cuales describimos ampliamente en la introduccién. En algunas
especies patogenas de Trypanozomas, Acantamoeba y Naegleria, caracterizados por
destruir tejidos, se ha determinado actividad fosfolipasica. La fosfolipasa A; amibiana,
particularmente, posee caracteristicas que la hacen un posible candidato como factor de
virulencia importante para las amibas. La PLA; de E. histolytica fue purificada, pero es
necesario optimizar el proceso de purificacién para obtenerla en cantidades suficientes
para analizar su papel especifico en el proceso citolitico de E. histolytica.

La mayor parte de la actividad fosfolipasica amibiana reside en la fraccién vesicular
P30. Observaciones realizadas por microscopia electrénica muestran que la fraccion
subcelular P30 esta compuesta de vesiculas selladas de membrana celular, asi como de las
vesiculas digestivas y lisosom~.es propias de los trofozoitos (52). En 1980, Lopez Revilla
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y Said-Fernindez (32) encontraron que en esta fraccion reside la mayor actividad
hemolitica. Posteriormente se ha demostrado que en ella también reside [a mayor
actividad tanto citolitica como fosfolipasica. En base a esto decidimos usar en este
trabajo la fraccion P30 como una fraccion enriquecida en PLA,.

En este trabajo nos propusimos estudiar el efecto de la PLA> sobre un cultivo de
hepatocitos humanos (Linea de células de Chang) y como la presencia de LPMN
modifica este efecto. Los datos obtenidos nos darian una imagen del papel de la PLA; en
el dafio hepatico observado en al absceso amibiano y como las células inmunes estan

involucradas en el proceso.

Obtuvimos la P30 de los cultivos amibianos por homogeneizacién mecinica, tratando
de evitar métodos como la sonicacién o ciclos de congelacion descongelacion, con el fin
de evitar en lo mas posible la desnaturalizacion de las proteinas. Para estudiar el efecto
que tiene una fosfolipasa pura en nuestro modelo, elegimos la PLA; de veneno de cobra
(N. mocambique) por ser una PLA, bien caracterizada y com efecto citolitico
comprobado.

Para llevar a cabo nuestros objetivos, adecuamos un modelo que nos permitiera
determinar cuantitativamente el efecto citolitico sobre hepatocitos humanos.
Implementamos un método colorimétrico basado en la reduccion de una sal de tetrazolio
(MTT) por deshidrogenasas mitocondriales en células vivas. Las células muertas pierden
la capacidad de reducir el MTT.

La reduccion del MTT por las células vivas producen cristales de formazan insolubles
en agua, que luego de retirar todo el MIT que no fue reducido, disuelto en
isopropanol acidificado. = El formazin es un compuesto coloreado medible
espectofotométricamente. El desarrollo del color estd directamente relacionado con el
mimero de células vivas en el cultivo. Lo cual nos permite calcular el porcentaje de

c€lulas muertas por efecto de un agente litico; comparando la absorbancia producida
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después de ]a interaccion entre el agente litico y las células en cultivo con la absorbancia
producida por un control sin agente litico. En nuestro modelo agregamos un acarreador
de electrones, PMS, para catalizar la reduccién del MTT y disminuir el tiempo de

incubacion.

Para la estandarizacién del método en nuestras condiciones, determinamos el tiempo
de incubacién en el cual la reaccién de reduccion del MTT llega 2 su miximo en
monocapas de células de Chang en microplacas de 96 pozos. En nuestras condiciones la
reduccion se llevé a cabo en 75 min. Tiempos mayores ro produjeron mayor reduccion
del MTT, La ventaja de usar PMS es el menor tiempo de incubacién que se necesita para
la reduccion del MTT en comparacién 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 formazén tiene su méxima absorcion disvelto en
isopropanol acidificado esta entre 540 y 570 nm. Algunos autores han usado diferentes
longitudes de onda (desde 450 hasta 650 nm) para determinar la densidad Optica del
formazin formado. Nosotros logramos una buena solubilizacién con el isopropanol y
determinamos que a 545 nm y usando una longuitd de onda de referencia de 630 nm,
logramos la méxima absorbancia en nuestro modelo.

Probamos si nuestro modelo era util para nuestros propositos de dos maneras: 1)
determinamos los valores de absorbancia dados por cultivos con diferente densidad
celular. Encontramos una relacion directa y lineal entre el mimero de células en cultivo y
fos 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
podria cuantificar la muerte celular por efecto de un agente litico, determinamos los
valores de absorbancia en monocapas de hepatocitos tratadas con diferentes
concentraciones de triton X-100. Encontramos que con este modelo podiamos

cuantificar ]a muerte celular de los cultivos al encontrar una dependencia de la
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disminucion de la absorbancia, equivalente a un incremento de la muerte celular, con el

aumento de la concentracion de triton X-100.

Teniendo nuestro modelo desarrollado y estandarizado procedimos a poner a prueba
la hipbtesis de nuestro trabajo: que el dafio de hepatocitos es mediado por LPMN por
efecto de citolisinas, en este caso la PLA, de veneno de cobra y [a fraccién amibiana P30.

Determinamos la potencia hemolitica de nuestra preparacion de PLA; de
N. mocambique y de P30 para tener un parametro de referencia al hacer los posteriores
ensayos de citolisis. Tanto la PLA; de N. mocambique como 1a P30 lisaron eritrocitos de
rata en relacién directa con su concentracion. Calculamos su DHyp correspondiente y la
aumentamos 10 veces para realizar los ensayos citoliticos, considerando que las células
nucleadas tienen una mayor capacidad para resistir el reto con agentes liticos que los

enitrocitos.

La PLA> de N. mocambique tiene un efecto citolitico dependiente de la dosis sobre las
células de Chang. Este efecto se ve aumentado -cuando preincubamos la PLA; con
LPMN por 6 h previas al contacto con las células de Chang. Las fosfolipasas actian
primariamente sobre los fosfolipidos de las membranas plasmaticas produciendo acidos
grasos y fosfolisoderivados. Ambos productos son ljticos y se acumulan, ademis de que
potencian la accién de las fosfolipasas. Con el fin de descartar que el aumento en la
actividad citolitica se debiera al efecto de estos subproductos mas que por la induccién y
liberacién de productos liticos de los LPMN, preincubamos la PLA; con eritrocitos de
rata. Debido a [a relativa sencillez enzimatica de los eritrocitos, practicamente lo que
proporcionaron al sistema fue 12 membrana (sustrato). El nimero 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 PLA; con eritrocitos humanos la actividad citolitica
préacticamente se anul6, pues con la dosis mas alta de PLA; solo produjo 4.6% de muerte
en comparacibn de un 32% producido por Ia PLA; sola. En cambio cuando
preincubamos con LPMN, la actividad citolitica fue de 53%. Lo que representa 1.7 vec-.s
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mas que el efecto producido por la PLA; sola y 11.5 veces mis de lo producido por la
PLA; preincubada con eritrocitos. Con esto confirmamos que el aumento de la actividad
citolitica se debe a productos liberados de los LPMN por efecto de la PLA;. Es decir una
fosfolipasa pura es capaz de inducir la produccién y liberacién de productos liticos de los
LPMN que median la muerte de hepatocitos.

La P30 es una fracciéon compleja, donde se ha mostrado que residen mayormente las
actividades hemolitica, citolitica y fosfolipasica de E. histolytica. Contrario a lo que
esperabamos no observamos muerte de las células de Chang en los tiempos de incubacién
y con las concentraciones de P30 usadas. Lo que encontramos fue un incremento en la
reduccion del MTT por efecto de la P30 sobre las células de Chang. Lo que podria
deberse a la estimulacion de las deshidrogenasas mitocondriales de las células de Chang.
Las células de Chang incubadas con P30 redujeron mucho mas activamente el MTT que
nuestros controles. Esto sugiere que alguna (s) moléculas amibianas son capaces de
inducir cambios metabélicos sobre diversos tipos de células, posiblemente mediado por
receptores de membrana o de moléculas internalizadas por las células blanco. Este efecto
parece ser poco especifico.

Said-Ferniandez y Lopez-Revilla, reportaron anteriormente que los extractos
amibianos son capaces de inducir la sintesis de DNA en células CHO (79). No sabemos si
este efecto en la activacién de las enzimas mitocondriales sea solo un reflejo de una
activacion total del metabolismo celular y si este incremento en la actividad celular sea un
paso inicial de procesos degenerativos celulares que lleven a su muerte provocados por
efecto de productos amibianos. Si los LPMN y otros células del sistema inmune
responden en forma similar, este efecto podria influir en la respuesta inmune celular al
aumentar la produccion de moléculas liticas. Esto favoreceria el mecanismo citolitico de
las amibas mediado por LPMN, sugerido por otros investigadores y apoyado por el

presente trabajo.

Sera necesario aislar y purificar moléculas especificas y estudiar por separado su

efect, en modelos adecuados que respondan a estas preguntas.
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5.1 CONCLUSIONES

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 dafio citoletal
producido por la PLA; de veneno de cobra (N. mocambique) sobre hepatocitos en cultivo
y que éste efecto se debe a productos liberados de los LPMN por accion de la PLA; de

veneno de cobra.
En nuestras condiciones de ensayo, la fraccién amibiana P30 lis6 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 lisarlas.

Este efecto de la P30 de incrementar la capacidad de las células de Chang para reducir
el MTT se vi6 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
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52 PERSPECTIVAS

En proyectos paralelos de nuestro grupo s¢ esta tratando de aislar clonas de una
biblioteca de ADNc de E. histolytica, con secuencias que codifiquen para PLA;
amibianas.

Por otro lado se esta perfeccionando un método para aislar mayores cantidades de
PLA; de cultivos amibianos. Uno ¢ ambos proyectos permitiran disponer de suficiente
cantidad de PLA, para investigar si estas enzimas tienen el mismo efecto que la PLA; de
cobra, probada en este trabajo.

. Los datos que hemos referido en la discusion sugieren que las amibas podrian inducir
una “explosion metabélica” en diversos tipos de células entre las que podrian estar
incluidos los LPMN y macrofagos. Si esto fuera asi y también se indujera 1a produccién
de enzimas hidroliticas, podria formarse una cascada de liberacién de productos
hidroliticos multiplicando el efecto citolitico inicial de las citolisinas amibianas. Sin
embargo serd necesario demostrar, en una forma directa que las deshidrogenasas de las
células de Chang son estimuladas por P30 y después seri de gran importancia identificar
y aislar los factores amibianos responsables. Noos proponemos investigar esta posibilidad.
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