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I. INTRODUCCION 

La arábiasis es la infección parasitaria ocasionada por Ehtanpeba 
histolytica (1) ccn o sin sintonías clínicos. Se distribuye uiiversalmen-
te afectando aproxinodamente al 10% de la población mxidial (2). Ocipa 
el tercer lugar cano causante de nuerbe producida por piotozoarios. Se 
estima que anualmente ocurren 75,000 muertes por amibiasis en el mundo 
(3). Q í Mlxico constituye un problema vuy inportante de salud p&lica 
por su frecuencia (4) y mortalidad (5). 

La infección se produce coma resultado de la ingestión de quistes 
(forma infectiva no nóvil), los cuales liberan trofozoítos (amibas o 
fonras móviles) (6), principalmente en el intestino grueso. Desde ahí 
los trofozoítos pueden invadir cualquier otro órgano. El ciego y el có-
lcm ascendente sen los sitios irás frecuentemente afectados (5). 

La enfermedad se caracteriza por la producción de lesion^ necróticas, 
circunscritas a los sitios invadidos por las amibas (7); lo que indica 
que la virulencia de E. histolytica depende esencialmente de la invasi-
vidad, propiedad en la que parece desenpeñar un papel relevante la citó-
lisis mediada por ccntacto (8,9) y la fagocitosis (9). 

Se ha prepuesto que en el mecanismo de patogenia de la amibiasis par-
ticipan una serie de productos amibianos can actividades biológicas cito-
patogénicas. Entre ellas se encuentran enzimas ccn actividad hidrolítica, 
tales como proteasas inespecíficas(lO), proteas as rruy específicas, ccro la 
colagenasa (11,12), hialurcnidasa (13), fosfatasa ácida y alcalina (14) y 
fosfblipasa A (15,16,17). Estas enzimas destruyen el cemento intercelular, 
desprenden las células del estrena, o atacan directamente a las células, 
cono las fosfolipasas. 

Prácticamente las únicas dos toxinas no enziiráticas descritas hasta aho-
ra son la enterotoxina (18), que aumenta el peristaltisno y la secreción 
de agua y sales minerales en asas aisladas de intestino de conejo; y la 
"amebaporo" (19), \na proteína que abre canales permeables a iones ai la 
nenbrana plasmática. 

f̂ara estudiar los efectos citopatogénicos y la destrucción de tejidos 
producidos por E. histolytica, se han utilizaio trofozoítos enteros y ex-
tractos amibianos en animales susceptibles (20), tejidos infectados obte-
nidos en necropsias de humanos (7) o de animales de experimentación (21, 
22) y diversas líneas celulares en cultivo (cf. 9). 



la relevancia de la fagocitosis en la invasividad amiblana se apoya en 
que las oepas de mayor virulencia tienen tantoién una mayor capacidad de 
fagocitosis (23). 

La actividad citolítica ha sido detectada en trofozoítos enteros donde 
primero ocurre adherencia de las amibas a las células blanco, seguida de la 
lisis de las células adheridas y por último fagocitosis (9). Sin enbargo, 
los esfuerzos de la mayoría de los investigadores han sido infructuosos pa-
ra detectar actividad citolltica en extractos amibianos. lo cual es con-
dición indispensable para intentar la purificación de las citolisinas res-
ponsables. 

En 1980, López-Re vil la y Said-Femández encontraren que los extractos 
totales de trofozoítos de vanas cepas de E. histolytica tienen actividad 
henolítica sobre eritrocitos de diversas especies de maní feres (24). La 
mayor parte de esta actividad reside en una fracción vesicular llamada P30, 
la cual es sedimentable a 30,000 Xg (25), es máxima a pH 8.0 en presencia 
de calcio lirM y su potencia basal se incrementa hasta cien veoes después 
de 36 h de preincubasión a 36°C (26). Poco tienpo después Prasad et al. 
confirmaron este hallazgo (27). 

Qi 1984, Vargas-Villarreal y Said-Pernández detectara* actividad cito-
lltica de la fracción P30, sobre células en cultivo de la línea CH3. Lo 
cual no había sido posible hasta entonces. Ello se logró preincibando a 
36°C por 30 h la fracción P30. Llamaren a ésta P30 activada. El nétodo 
utilizado consitió en la cuantificacióh de la radiactividad liberada de 
células CHO marcadas con [^H] UIP. Esta determinación se efectuó después 
de incubar las células aereadas con cantidades variables de P30 a 36 °C 
por 4 h. El efecto cito Utico es reproducible y depende tanto del tiem-
po de incubación cono de la dosis (28). 

Actualmente se han identificado dos toxinas amibianas implicadas en la 
lisis de las células blanco; a) las fosfolipasas A (15,16,17) y b) la pro-
teína fonnadora de poros o amebaporo (19,29). 

Se ha detectado actividad fosfolipásica en extractos anibianos (15, 
16,17). Encontrándose dos tipos de fosfolipasas: Una A^ y otra P^. Ade-
mas de una lisofosfOlipasa(17). Cuando los trofozoítos se incuban en 
presencia de inhibidores específicos de fosfolipasa, la citólisis media-
da por contacto disminuye (16). 

La protelna fórmadora de poros en E. histolytica fué descrita por 
Young et al. y Lynch et al. (19,30). Esta proteína despolariza la man-



brana de macrófa^» y linfocitos de bazo de ratón, al inducir un flujo 
selectivo de cationes monovalentes (19). Este efecto ocurre a los 30 seg 
de inctfcacifin, por lo que se ha relacionado ocn ni factor inportante en 
la citólisis mediada por contacto, producida por trofozoítoe enteros; la 
cual ocurre en unos minutos (8). Sin enbargo el efecto de la anebapoco 
es reversible y las células blanco se recuperan después del tratamiento. 

Nosotros obsérvanos que la fracción andbiana P30 producía lesiones en 
células CHO desde loe 15 seg de contacto, las cuales después de lavar los 
cultivos celulares y reincubarloe en medio fresco adicionado ccn suero se 
hacían más notables y algunas de las células terminaban por lisarse (31). 

Las lesiones producidas a tan corto tienpo no sen rruy notables y no 
podían cuantificarse por los métodos que disponíanos. Por lo que ini-
ciamos el desarrollo de ur. modelo experimental, basado en el descrito por 
Thellestam y Mollby (32) , que nos permitiera cuantificar este efecto. 
Para ello, utilízanos corro marcador el ácido ] amino iscbutírioo 
([14cl AIB), el cual ofreoe las ventajas de ser: a) un aminoácido no me-
tabolizable, que las células captan eficazmente mediante su sistema de 
transporte de aminoácidos; y b) su tanaño es adecuado para detectar tan-
to lesiones extensivas, cono aquellas que se manifiestan sólo cono un in-
crenanto de la penreabilidad a pequeñas moléculas, pero que finalmente 
resultan en la citólisis. Eii los primeros intentos no logramos obtener 
datos cuantitativos de la actividad observada. Por ello decidimos desa-
rrollar y perfeccionar un modelo de cuantifiación de citólisis preciso y 
confiable. Lo cual permitirá después aislar la citolisina responsable. 

Hipótesis. 
O O R D la capacidad de E. histolytica para destruir tejidos, se debe en 

gran Hedida a la citólisis mediada por contacto (33) -la cual ocurre en 
\xios minutos (8)-, y las fracciones s\bcelulares de trofozoltos de E. 
histolytica tairbién tienen la propiedad de producir lesiones nenbranales 
rápidamente, pensamos que asrbos efectos podrían deberse al mismo factor, 
tha citolisina de efecto inmediato. 

Secuencia del trabajo experimental. 
Dividimos este trabajo en dos partes: La primera consistió en la a-

decuación de un modelo experimental para Cuantificar actividad citolítica. 
Ello incluyó la solución de los problemas técnicos que ofrecía el trabajar 
con [i4c] AIB oocno marcador y con uia fracción particulada caro F30. 



La segmda parte consistió en la detección de una actividad de efecto 
inmediato. Entre loe análisis incluiros: a) liberación de [14c] M B de-
pendiente de la dosis de P30 añadida a cultivos de células C2C; b) rela-
ción entre la virulencia de E. histolytica y la potencia citolítica de 
los extractos amíbianos; c) liberación inmediata de AIB por efecto 
de P30; d) registro fotográfico de las lesiones producidas por P30 sobre 
* células CHO y e) liberación a largo plazo de timldina por efecto 
de P30. 

Contribución y perspectivas del presente trabajo. 
El node lo desarrollado permitió detectar una actividad citolí tica que 

actúa en forma inmediata produciendo lesiones irreversibles; al principio 
manifestadas sólo conu \ii amento en la permeabilidad de la menbrana a 
pequeñas moléculas, pero que se agravan ocn el tienpo, hasta lisar a las 
células. Las características generales de tal efecto nos hace suponer 
que se debe a m a citoli&ina no descrita hasta ahora. La cual pudiera 
pertenecer al grupo de toxinas líticas más abundante en la naturaleza: 
el de las citolisinas lábiles al oxígeno, dependientes de gnpos -SH. 

El modelo de detección de citó lis is inmediata permitirá purificar la 
molécula responsable para después estudiar su contribucción específica en 
el mecanismo patogénico de la amibiasis. 

La existencia de toxinas fuertemente asociadas a rrenbrana plantea pro-
blemas adicionales a los conocidos en citolisinas solifcles, para lograr 
detectarlas. Dichos problemas se resolvieron satisfactoriamente en este 
trabajo. Por ello pensamos que el método aquí descrito podría ser útil 
para caracterizar actividades citotóxicas similares de otros parásitos. 



II. MATEFIALES 

A. Origen de los reactivos. 
1. De Sigma Chemical Ccarpany (Saint Louis, Missouri, USA) : ácido ascòr-
bico, ácido fólico, ácido p-amino benzoico, azida de sodio, D-biotina, 
]>cisteína, cloruro de colina, dodecil sulfato de sodio, i-inositol, 
niacina, niacinamida, pantotenato de calcio, piridoxal-HCl, piridoxina-
HC1, reactivo de Folin Ciocaiteau, riboflavina, seroalbúmina bovina 
(fracción V), tiamina, tnzma base, Tween 80, vitamina D2 (calciferoi), 
vitamina E (acetato de alfa tocoferol), vitamina K (menadione-bisulfito 
de sodio). 
2. De Msrck (Alemania): 2,5 difeniloxazol (PPO), rojo de fenol? de 
Merck de Mlxico: sulfato de magnesio, tolueno. 
3. De Reactivos Monterrey: hidróxido de sodio, fosfato dibàsico de sodio, 
fosfato monobásico de potasio, ácido clorhídrico, dicromato de potasio, 
ácido sulfúrico, cloruro de caJció, cloruro de sodio. 
4. De Bioxón de México: peptana de caseína, glucosa. 
5. De Lakeside S.A. (México) : penicilina, sulfato de estreptomicina. 
6. De J.T. Baker de íéxicos bicarbonato de sodio. 
7. De Gibco Laboratories (Grand Island, N.Y., USA) : medio McCoy. 
8. De Difco Laboratories (Detroit, Michigan, IBA) : tripsina 
9. De Técnica Química S.A. (M§xico) : cloruro de potasio, fosfato dibà-
sico de potasio. 
10. De New England Nuclear (Boston, MA., USA) : ácido [14c] amino isobutí-
rico, [̂ H] timidina. 
11. De Sigma de léxico: Tritón X100. 
12. El extracto de hígado y páncreas, el suero de bovino y el suero de 
ternera fueron producidos en el laboratorio de la División de Biología 
Celular (UNIBIN-IM3S). 

B. Material biológico. 
Cultivos amibianos axenicos de E. histolytica. Proceden del cepario 

del Dr. López Revilla del Epto. de Biología Celular, CINVESTAV. La cepa 
HK9 :NIH abreviada en el texto como HK9, fué aislada de un soldado en Co-
r 

rea (34). Ha sido mantenida por cinco años en condiciones axenicas en 
nuestro laboratorio. Se conocen varias de sus propiedades citopatogéni-
cas (8,24,28). La cepa HM38 es de reciente adquisición por nuestro gru-
po de trabajo, fué aislada por Margarita de la Torre (comunicación per-



señal del Dr. López Revilla). 
Línea celular de ovario de hámster chino (OC). Auxótrofa de prolina. 

Es oía población clona], originada de la clona BCl, que obtuvó la Dra. 
tfertíne2-Bodríguez (35) *• partir de la cepa CCL61 (American Typa culture 
Oollection, íferyland, LEA). Puck et al aislaron la cepa original en 
1958 (36). Es muy sensible a la actividad citolítica de extractos amibia-
nos (28,31) y se ha mantenido viable en nuestro laboratorio por más de 
cuatro años. 

C. Preparación del medio de cultivo MoCoy. 
Indícanos las con cent raciones de las soluciones madre con un nfrnero 

seguido de una X que representa su concentración respecto a la solución 
de trabajo o solución IX. 

Elaboramos las soluciones con agua desionizada (4.0 Mfl) en un desio-
nizador Synbrcn/Barstead(Barstead Co. Div. of Synbrcn Corporation, Bostcn, 
MA., USA) que almacenaros a temperatura airbiente en botellas de 20 1. 

Preparad en de medio basal MoGoy (solución de trabajo IX). 
Disolvimos 12 g de medio en polvo MoCOy 5A modificado en 800 mi de 

agua desionizada, añadimos 2.2 g de NaHCO^ y 10 mL de la soluzión de an-
tibióticos 100X. Ajustamos el pH a 7.0 y aforamos a 1000 mi. Esteriliza-
mos por filtración a través de merrbranas de nitrocelulosa HAWP (poros de 
0.22 m (Millipore Corporation, Bedford, VSk., USA), distribuyendo el medio 
en uolGraenes de 100 mi en botellas estériles de borosilicato can tapón de 
rosca, incubamos el medio una seirana a 36°C para prueba de esterilidad y 
lo almacenarnos a 4°C. 

Solución de antibióticos (100X). 
Penicilina G-sódica 200,000 U.I. y sulfato de estreptomicina 0.5 g. 

Disolvimos los corrpcnentes en 100 mi de agua desionizada. Esterilizamos 
la solución por filtración y la almacénanos a -20 °C en alícuotas de 10 mi 
en tubos estériles con tapón de rosca (16 X 100 rrm, Pyrex). 

Suero de ternera. 
El suero almacenado a -20°C lo descongelamos en baño maría a 36°C, 

después lo desconplementamos a 56°C por 30 min, agitándolo suavemente ca-
da 5 min. Lo transferimos a botellas recién esterilizadas, en volúmenes 
de 40 rol. Incubamos el suero a 36°C por una serrana para corrprcbar su es-
terilidad y lo almacenamos a -20°C. 



Preparación y almacenamiento del medio oonpleto. 
Añadimos asépticamente 15 mi de suero de ternera a botellas can 100 mi 

de medio basal (solución de trabajo IX) quedando conpleto el medio McOoy; 
lo usarnos inmediatamente o lo almacenamos a 4°C. 

D. Preparación del itedio de cultivo PEHPS. 

Medio basal PEHP. 
Fue desarrollado por nosotros. Extracto de hígado y páncreas (EHP) 

125 mi; peptona de caseína 5.0 gj glucosa 3.0 gj L-cisteína 0.5 gí ácido 
asoórbioo 0.1 g; NaCl 0.2 g; KHjPO^ 0.3 g; K2HPC>4 0.5 g. 

Mezclamos y disolvimos los ocnpcnentes en los 125 mi del EHP y agréganos 
300 mi de agua desionizada. Ajustamos el pH a 7.0 ccn NaOH ION- Aforamos 
a 500 ml ccn agua desionizada y distribuimos el medio en alícuotas de 10 
mi en titos para cultivo de 16 X 125 nía, oan tapón de rosca (Pyrex o Kirax, 
Mty, N.L., íÉxioo), o de 350 ml en frascos para cultivo en suspensión de 
500 ml (1 spinners', Bélico Qlass Inc. Vineland, N.J., USA). Esterilizamos 
el medio en autoclave por 15 min a 15 Ib de presión con los tapones flo-
jos, los que apretamos después, estando los recipientes todavía calientes. 
Almacenamos el medio a tenperatura anbiente. 

Suero de bovino. 
El suero almacenado a -20°C lo descongelamos en baño maría a 36°C y 

lo desoonplem&itamos a 56°C por 30 min, agitándolo suavemente cada 5 min. 
Transferimos asépticamente 40 ml de suero a botellas estériles de borosi-
licato con tapón de rosca y los incúbanos a 36°C por una semana para com-
probar su esterilidad y lo almacenamos a -20°C. 

Mazcla vitamínica 107. 
Esta mezcla se corrpcne de cinco soluciones primarias y su conposición 

corresponde a la descrita por Diamcnd (34). 
1. Vitaminas B solubles en agua. 

Solución a. Disolvimos 62.5 mg <3e niacina y 125 mg de ácido p-amino 
benzóioo en agua desionizada hirviendo y a foranos a un volúnen total de 
150 ml. 

Solución b. Niacinamida 62.5 mg; piridoxina-HCl 62.5 mg; piridoxal-
HC1 62.5 mg; i-inositol 125 mg; oolina-HCl 1,250 mg. Disolvimos los 
oonponentes en agua desionizada aforando a 150 ml. 

Solución c. Disolvimos 25 mg de riboflavina en 75 ml de agua desimi-



zada añadiendo NaCH 0.1N gota por gota. Aforamos a 100 ral con agua des-
lenizada. 
2. Solución de biotina. 

Disolvimos 30 rag de D-biotina en 200 ral de agua des ionizada añadiendo 
NaCH 0. 1N y aforamos a 300 mi ccn agua des ionizada. 
3. Solución de ácido fólico. 

Disolvimos 30 mg de ácido fólico en 200 mi de agua desicnizada aña-
diendo NaCH 0.1N y aforamos a 300 mi con agua desionizada. 
4. Vitaminas A, D y K solubles en lípidos. 

Solución a. Disolvimos 300 mg de vitamina D2 (calciferol) en 63 mi 
de alcohol etílico al 95% (V/V). A ésta solución le añadimos 300 mg de 
de vitamina A. 

Solución b. En 300 mi de una solución acuosa de TVreen 80 al 5% (V/V) 
disolvimos 60 mg de vitamina K (menadione-bisul fito de sodio). 

la solución b la carbinaraos con la solución a y aforamos a 3000 mi con 
agua desionizada. 
Preparación de la mezcla de trabajo de vitaminas. 

Mezclamos las cinco soluciones en la siguiente proporción: 500 mi de 
la solución 1? 250 mi de la solución 2; 250 mi de la solución 3; 2,500 mi 
de la solución 4 y 250 mi de la solución 5. Esterilízanos por filtración 
y alnacenamos en alícuotas de 10 mi en tubos de borosilicato con tapón de 
rosca a -20 "C. Si después de congelar y descongelar a tenperatura ambien-
te aparecía turbio, lo descartabamos. La turbidez nos indica que usamos 
NaOH en exceso al preparar las soluciones. 

Medio cccnpleto PEHPS. 
Añadimos asépticamente a los tubos ocn 10 mi de medio basal PEHP, 1 mi 

de suero bovino descouplementado adicionado con 25% de la mezcla vitamíni-
ca 107. 

E. Conposición y preparación de las soluciones. 

Tripsina al 2.5%. 
Disolvimos 2.5 g de tripsina 1:250 Difoo en 100 mi de agua desioni-

zada estéril y la agitamos sua\renente toda la noche a 4°C con m agita-
dor magnético. Filtramos la solución por papel Wiatman No. 1 con un em-
budo Budmer, la esterilizamos por filtración y la almacenamos a -20°C, 
en alícuotas de 10 mi. 



Tripsina al 0.25%. 
Mézclanos 10 mi de tripsina al 2.5% en un vaso de precipitado con 0.6 

mi de rojo de fenol al 1%, 1 mi de la solución de antibióticos (100X) y 
90 mi de TD. Enseguida esterilizamos la solución por filtración y la 
almacenamos a -20°C en porciones de 5 mi. Incubamos un ttfeo de cada lo-
te, elegido al azar, por tres días a 36°C para cercioramos de su este-
rilidad. 

Solución de rojo de fenol al 1%. 
Disolvimos 1.0 g del colorante en 6 mi de NaOH 1N y aforamos a 100 mi 

ccn agua desionizada. Filtramos la solución en papel Whatman No. 1 y la 
almacénanos a -20°C en ni frasco de borosilicato ccn tapfin de rosca. 

Amortiguador de pH isotónioo de Tris (TD). 
NaCl 8 g; KC1 3.75 g; flajHPĈ  0.1 g; trizma base 3 g. 
Disolvimos los oorrponenta» en 90 mi de agua desicnizada, añadimos 

30 mL de HC1 1N, aforamos su volúmen a 1,000 mi con agía desionizada, la 
esterilizamos en autoclave y la almacenamos a temperatura airbiente dis-
tribuida en alícuotas de 100 mi, en botellas de borosilicato ccn tapón 
de rosca. 

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS). 
NaCl 6.5 g; K2HP04 2.8 g; KH2PC>4 0.5 g. 
Disolvimos los emparientes en 100 mi de agua des ion izada estéril, ajus-

tamos el a 7.4-7.5 ccn NaOH 10N, esterilizamos la solución en autoclave 
y la almacenamos a temperatura ambiente, en alícuotas de 100 mi. 

Solución salina balanceada de Hanks (SSB) 10X. 
CaCl 0.7 g; glucosa 1.0 g; NaCl 7.2 g? KC1 0.4 g; MgS04 0.2 g; trizma 

base 0.12 g. 
Mezclamos y disolvimos todos los ocnponentes en agua desicnizada. 

Ajustamos el pH a 7.0 ccn NaOH ION. Aforamos la solución a 100 mi y la 
distribuimos ai volúmenes de 10 mi en tubos de borosilicato con tapón de 
rosca, esterilizando por filtración y la almacenamos a -20°C. 

SSB IX. 
Preparamos la solución de trabajo diluyendo 10 mi de la solución 10X 

oon 90 mi de agua desraizada estéril. Nos cercioramos de que la osmola-
ridad final fuera de 290 irOsm/Kg, la esterlizamos por filtración y la usa-
mos inmediatamente o la almacénanos a -20°C. 



SSB lx coi seroalbCnrLna bovina (affi). 
Agregamos 10 rog/ml de SAB a la solución IX de SSB, ajustamos el pH a 

7.0 y esterilizamos por filtración. Io almacenamos a -20°C en botellas de 
borosilicato con tapón de rosea ocn capacitici para 40 mi. 

SSB IX con ácido oc amino isobutlrioo (AIB). 
Agregamos 2 mg/mi o 4\rog/inl de AIB a la solución IX de SSB, ajustamos 

el pH a 7.0 y esterilízanos por filtración . Lo distribuímos en alícuo-
tas de 10 mi y lo alnacenamos a -20°C. 

Mezcla crómica. 
Disolvimos 100 g de diexesnato de potasio en 750 mi de agua des ioniza-

da. Deposítanos la solución en un recipiente extendido de polipropileno 
o de vidrio, colocado sobre abundante hielo picado y después le añadimos 
lentamente a la mezcla 250 mi de H29C>4 concentrado, agitando constante-
mente. La mezcla crànica la almaoenamos a temperatura anbLente en un 
recipiente de polipropileno (Nalgene). 

Acido <*[14c] AIB amino iscbutírioo ( [14c] AIB). 
[14c] AIB 1 juCi/ml (2X). 

&i ai tubo de polipropileno estéril para coltivo (Falcon Division of 
Becton, Dickinscn and Gcnpany, Oxnard, CA., USA) conteniendo 6.37 mi de 
SSB IX, depositamos en condiciones asépticas 65 jal de [ l 4c] AIB (53.2 
TtCi/nrol) ocn 65 pi de NaDH 0.01N y almacenamos la solución a-20°C. 

[14c] AIB 0.5 >£i/ml (IX). 
Inmediatamente antes de cala experimento mezclamos, en condiciones 

asépticas, \xi volúmen de [14c] AIB 2X oon un volúmen de SSB IX. 

ft] timidina 5 jaCi/ml (IX). 
Eki \xí tvfco de polipropileno estéril para cultivo, conteniendo 10 mi 

de medio de cultivo MoCoy ccnpleto, añadimos 50 pl de [3h] timidina 
(2.0 Ci/imol). Lo utilizamos inmediatamente o lo almacenamos a 4°C. 



III. METODOS 

A. Tratamiento del raterial para culti\o. 
El tratamiento del material y loe métodos de cultivo, resiembra y co-

secha en tubos de 16 X 125 ira fueron los descritos por IiSpez-Revilla y 
Rodríguez-Baez (37). 

El medio FEHPS y las técnicas de cultivos amibianos en suspensión se 
desarrollaren en el laboratorio de la División de Biología Celular, 
UNIBIN-I>SS. 

El lavado de tubos, botellas y frascos para cultivos en suspensión 
comprendió los siguientes pasos: 1* enjuage por lo menos doce horas en 
hipoclorito de sodio diluido <ú 1% en agua de la llave; 2) tal 1 ario ocn 
escobillón; 3) cuatro enjuages ocn agua de la liare; 4) enjuage por 12 h 
con ácido clorhídrioo al 1%; 5) siete enjuages con agua de la llave; 6) 
tres enjuages con agua destilada y 7) secado a tenperatura anbiente ocn 
el material colocado boca abajo en canastillas metálicas y horneadas a 
200°C por 3 h. 

Las pipetas serológicas (Bélico Glass Inc. N.J., USA) y las pipetas 
Pasteur se lavaren mediante: 1) remojo en Microquat al 1% en pipeteros 
de polipropileno Nal gene (Nalgene Labware División, N.Y., USA) por 12 h; 
2) enjuage en in sifón (Nalgene) para lavar pipetas por lo menos 2 h; 3) 
remojo en mezcla crómica por 12 h; 4) enjuage en un sifón por 30 min y 
5) dos enjuages por inmersión en pipeteros con agua destilada. Las pipe-
tas se esterilizaron envueltas en papel en autoclave por 15 min a 15 Ib 
de presión y « w ^ g en un homo a 100°C. 

Los tapones de los recipientes de cultivo se remojaren en Microquat 
al 1% por 12 h y después se terminaron de lavar cono los tii)Os y botellas, 
dejándolos escurrir para secarlos. 

Los bulbos para pipetas serológicas cortas y para pipetas Pasteur se 
esterilizaren en autoclave, guardándolos en frascos de boca ancha y tapón 
de rosca. Los bulbos contaminados ocn material biológico se esteriliza-
ron en autoclave y después se lavaron ocano los tapones. 

Limpieza de la incii>adora de 002* Limpiamos el interior de la incuba-
dora (National Heinicke, OR., USA) por lo menos una vez al mes, primero 
con SDS al 1% y después con etanol comercial al 96%. Lavamos las charo-
las por separado con SDS al 1% y las esterilizamos en el homo a 200°C 
por 3 h. 



B. Cultivo de células d& la línea CHO. 

Resienbra y mantenimiento. 
Retiramos asépticamente por succión el medio de cultivo de las bote-

2 
lias de 25 cm (Falocn, CA., USA) donde estaban creciendo las células, a-
ñadimoe 1 mi de tripsina C.25% e lix^bamos los cultivos por 10 ntín a 36°C* 
Después transferimos la suspensión de células a tdoos cónicos, graduados, 
ccn tapón de rosca. Lavamos los cultivos dos veces ccn SSB centrifugando 
a 600 Xc[ por 5 min (en una centrifuga DPR, 6000, cabezal 289, Damon IBC 
Div., N.Y., USA). tesuspendimos la pastilla ocn 5 mi de medio fresco y 
contamos las células en un henatíiretro (American Optica!, Scientific Ins-
truments Div., N.Y., USA). Sembramos 1 X 103 células por mi en botellas 
nuevas a las cuales añadimos 5 mi de medio MzCoy conpleto y las lnabamos 
a 36°C, en atmósfera húmeda con C02 al 5%. 

Mantuvimos la cepa de referencia resembrando las célul as cada siete dí-
as a dos cajas. Conservamos loe cultivos de la resiembra anterior hasta 
conprobar el crecimiento y xa ausencia de contaminación en loe cultiws 
recientes. 
Criopreservaclón de las células. 

Cosechamos las células en tubos cónicos graduados corto se describe an-
teriormente. flesuspendiiTos la pastilla en \xi volümen de medio MoCoy ocrt-
pleto con 10% de dimetilsulfóxido y ajustamos la suspensión a \na ccncen-
traciÓn de 1-2 X 106 células por mi y las colocamos en tvfcos estériles de 
polipropileno de 2 mi de capacidad CA/S Nunc, CA., USA) y las ocngelamos 
sucesivamente a -20°C por 2-3 h, a -70°C por 2-3 h y a -196®C en nitróge-
no liquido. 

Para la descongelación tañamos un t\ix) ccn células congeladas y lo pa-
samos directamente a 36 °C en baño maría para descongelado rápido. Coloca-

2 
mos el contenido en dos botellas de 25 cm y le agregamos 5 mi de medio 
McOoy conpleto. A las cuatro horas canbiamos el medio para eliminar el 
dimetilsulfóxido. 

C. Cultivos amibianos axénicos. 

Resiembra y cosecha. 
Incubamos las oepas HK9 y HM38 de E. histolytica a 36°C (en una incuba-

dora National Heinicke Co. OR., USA). Antes de cada resienbra observamos 
los cultivos ei un microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para 
ocnprobar el buen aspecto morfológico y la movilidad de las amibas. Colo-



r-jwnntt el mejor cultivo de cada cepa en agua-hielo por 10 min, determina-
mos la ccncentraciCn amibiana en un hematímetro e inocúlanos 1 X 10 tro* 
fozoítos por mi a cada uno de otros tres tubos ocn medio PEHPS fresco. 
Conservamos los cultivos de la penúltima resiembra hasta ccnprcbar el 
crecimiento de las amibas y la ausencia de contaminación en loe cultives 
recién sembrados. Resembrarnos los cultivos cada 5 días correspondiendo a 
la última parte de la fase log de crecimiento. Cosechamos las amibas me-
diante enfriamiento de los cultivos en agua-hielo por 10 min, los centri-
fugamos a 600 X£ (en una centrifuga IEC-B-20-A Centrifuge Damon/IEC Div. 
rotor 2/76) por 10 min a 4°C y los lavamos con SSB. 

Cultivos IIBSÍTOS. 
Obtuvimos los cultivos maslros de E. histolytica utilizando frascos 

para cultivo en suspensión ("spinners") de 500 mi de cspacidad. Inocula-
mos 3 X 103 amibas por mi de medio PEHP y 35 mi de suero bovino desconple-
mentacto, adicicnado ocn la mezcla vitamínica 107 (medio PEHPS: 385 mi). 
Los incubamos por 2 días a 36°C, manteniendo los cultivos estáticos para 
después pasar a incubarlos a baño raaría a 36 °C, agitándolos con \n agita-
dor magnético, para mantener en suspensión los trofozoítos durante 3-4 
días. 

Terminado el tienpo de incubación, procedimos a cosechar los trofo-
zoítos mediante inmersión del frasco en agua-hielo por 10-15 min. Cen-
trifugamos el medio en botellas de polipropileno ocn tapón de rosca de 
250 mi (Damon IEC Div, MA., USA) a 600 Xg por 10 min a 4°C y las lavamos 
con dos volúmenes de SSB. 

D. Obtención de extractos celulares. 

Obtención de extractos totales amibianos. 
Partimos de una suspensión de trofozoítos lavados ccnpuesta por un 

volúmen de amibas y dos volúmenes de SSB. Los resuspendimos, agitándolos 
suavemente con una pipeta Pasteur y los hexoogenizamos con 100 golpes de 
un honogeni2ador tipo Elvehjesn-Potter, de borosilicato, con énbolo de te— 
flón (Bélico Glass, Inc. N.J., USA), activado con un motor eléctrico a 
1,000 rpm. Después de este tratamiento no observamos trofozoítos enteros. 

Obtención de extractos totales de hígado de rata. 
En condiciones asépticas obtuvimos el hígado de nía rata maciio, adulta, 

lo lavamos dos veces con SSB y los cortamos en pequeños trozos con un bis-
turí, lo homogenizamos con dos volúmenes de SSB cono lo hicimos con las 



anibas. 

Obtención de P30. 
Centrifúganos los extractos totales anúblanos o de hígado de rata a 

135 X£ por 15 min y obtuvimos un sedimento, la fracción nuclear (N) y el 
sobrenadarte correspondiente, que centrifugamos a 30,000 Xg por 15 min. 
El sedimento correspondió a la fracción P30, la cual resuspendimos con 
dos voltxienes de SSB. Durante este proceso manipulamos todas las nues-
tras a 4°C, según el esquena de la Fig. 1. 

E. Cuantificación de proteínas. 
Determinamos la concentración de proteínas biológicas mediante el 

irétodo de Lowry et al (38). En tiî os de ensayo colocamos nuestras por 
triplicado de 0.2 mi que contenían entre 5 y 80 pg de proteínas; agrega-
nos 1 mi del reactivo C ( 1 ral de tartato de sodio al 1% y CuS04 al 0.5%, 
diluido en 50 mi de NajOO^ al ¿i y NaOH 0.1N), agitamos las muestras en 
ixi vórtex y las incubamos 10 imn a temperatura anbiente; después añadimos 
0.1 mi de reactivo de FOlin CLocalteau 1N, titulado con un volúmen de H d 
1N, agitamos la solución inmediatamente después con un rórtex, incubamos 
las nuestras 30 min a tenperatura ambiente y determinamos la densidad Óp-
tica de cada una de ellas a 750 nm en ni espectofotómetro (Zeiss, modelo 
PM2 ni, Alemania). Calculamos la masa de proteínas de las nuestras ami-
bianas aon la ecuación que determinamos al analizar, por regresión lineal, 
la relación DO?50 ocn respecto a cantidades variables de seroalbCmina bo-
vina. Cbtuvimos esta ecuación para cada una de las determinaciones reali-
zadas. 

F. Mareaje de los cultivos de células CHO con [14C] AIB. 

En placas para microensayo (Microtest, Falccn, TEX., USA), cen 96 A 
pozos de fondo plano, serbramos 1.5 X 10 células por pozo ( 50% de con-
fluencia) en 200 Jil de medio MoCoy conpleto. Cubrimos las placas con pe-
lículas transparentes (Film, Pressure Sensitiva, Microtest, Falcan, TEX., 
USA) y las incubamos por 20-24 h a 36°C en atmósfera de C02 al 5%, para 
que se formaran las monocapas confluentes. Biseguida aspiramos el medio 
con una pipeta Pasteur, lavamos tres reces los cultivos con 100 jal de SSB 
a 36 °C y añedimos a cada pozo 100 de SSB o SSB ariicinnaifc> con SAB (10 
irg/ml). Reincidamos los cultivos por 1 h, para después aspirar el medio, 
lavar los cultivos tres veces can SSB y añadir a cada pozo 25 ¿il de SSB, 



Células lavadas en SSB 

homogenizadas a 4°C 

EXTRACTO TOTAL (ET) 

centrifugación por 15 min a 135 

SEDIMNTO 1 SOBRENADANTE 
(N; FRACCION POSTOUCL£AR 
NUCLEAR, desechado) 

centri fugación 
15 min a 
30,000 

u 
SEDUCID 2: SOBRENADANTE 
P30, FRACCION POSTVESICUIAR 
VESICULAR S30, desechado 

Fig. 1. Diagrama de flujo para la obtención 
de P30. 



1̂4 i 
adlri criado cotí 0.5 )£±/ml de i cJ AIB y relncitvmps por 4 h para que las 
células captasen el marcador radiactivo, Enseguida lavamos los cultivos 
oon SSB. 
G. Determinación de la radiactividad residual en las células y en el pro-

ducto del lavado de los cultivos. 

Cuantificarios la radiactividad recuperada de los cultivos celulares, 
incubados por 4 h con el marcador radiactivo, en el producto de los velá-
menes del primero al quinto lavado oon 100 ¿il de SSB. Transferimos los 
volánenes de lavado a tubos de boxosilicato de 3 mi de capacidad, cóniaos, 
oon tapón de vidrio esmerilado (Pyrex). Añadimos a cada nuestra 25 jil de 
NaOH ION agitando el contenido de cada tubo oon vn vértex, después agrega-
mos 25 >il de HC1 concentrado agitando nuevamente. Qisegulda colocamos 25 
jul de nuestra sobre papeles filtro de 1.5 crn por lado, los secanos a 80°C 
por 1 h colocándolos en viales para centelleo líquido, agregamos 5 mi de 
líquido para-centelleo y cuantificanos la radiactividad en ui espectofo-
tómetro de centelleo líquido (Tri-Caxb, Packard, modelo 3000 USA) ajusta-
do al 95% de eficiencia para [14c]. 

Después de los lavados correspondientes lisanos las células can Tritón 
X100 al 0.5% y transferimos las mezclas a titoos cónicos, más el producto 
de dos lavados oon 50 ;ul de SSB de los pozos dende estaban loe cultivos y 
procedimos de igual manera que oon los volúmenes producto de los lavados. 

H. Determinación de la captación de [14c] AIB por células CH3. 

Después de marcar las células en la forma antes descrita y lavarlas 
cinco veces con SSB, lisanos las células con 25 /il de Tritón X100 al 0.5%; 
transferimos las mezclas y el producto de dos lavados oon 50 ̂ol de SSB a 
tubos cónicos y procedimos para su cuantificación oeno describimos para 
determinar la radiactividad en los lavados después del mareaje. Esta de-
terminación es equivalente a nuestro ccntrol de liberación máxima (IM). 

rl4 i I. Determinación de la liberación espontánea de L CJ AIB. 
rl4 i 

En cultivos premarcack» determínanos la liberación espont&iea de [ Cj 
AIB a los 8 min de incitación o tienpoe variables entre 0 y 8 min de in-
cubación oon SSB o SSB »¿ir?in«*/V> oon AIB no radiactiu) (2mg/ml). Termi-
nado el tlenpo fe incubación recogimos la suspensión extracelular (SE) de 
los cultivos transfiriéndola a tubos cónicos, más el producto de dos lava-



ía 

dos ccn 50 pl de SSB y procedimos de la misma manera antes descrita pa-
ra su cuantlficadón. Esta determinación es equivalente a nuestro con-
trol de liberación espontánea (I£). 

j. Ral ación entre concentración de Tritón X100 y el porcentaje de libe-
ración de [14C] AIB. 

Teniendo las condiciones de mareaje de loe cultivos y de experimenta-
ción procedimos a probar nuestro modelo con el agente tensoactiiro Tritón 
X100. 

rl4 i 
Incubamos los cultivos marcaáos con [ Cj AIB por 8 non con concentra-

ciones de Tritón X100 entre 0.00125% y 0.1%/ después de lo cual transferi-
mos la SE y el producto de dos lavados con SSB a tvfcos cónicos para deter-
minar la radiactividad en la forma ya descrita. 

Calculamos el porcentaje de liberación del marcador mediante la ecua-
ción -de Thelestam y Mollby: 

LEx - LE %C = — — = — X 100 
1« - I£ 

cknde %C si^iifica el porcentaje áe citólisis: I£x la liberación experi-
mental, que corresponde a la liberación del marcador al medio extrace lu-
lar por el efecto de un agente citolítico dado; I£ corresponde a la libe-
ración espontánea, detectada en cultivos testigos no tratados y 124 a la 
liberación máxima, equivalente a la capatación total del marcador, deter-
minada después de lisar los cultivos celulares con Tritón X100 al 0.5%. 

Ceño en nuestro modelo el porcentaje de liberación del marcador es me-
nor que la proporción de células 11 sadría al final de la postincibaclón, 
cambiamos el término %C por %I£S que significa porcentaje de liberación 
específica, el cual sigue siendo una cantidad porcentual calculada a par-
tir de la liberación experimental, teniendo por limites los testigos po-
sitivo y negativo del sistema. la ecuación final es entonces la siguien-
te: 

%LES = " " X 100 
LM - I£ 

En la Fig. 2 esquematizamos el diagrama de flujo del modelo experi-
mental. 
K. Determinación de la distribución de la radiactividad en el sistema. 

Después de incubar por 8 min los cultivos celulares con 25 jil de can-
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Fig. 2. Diagrama ds flujo del modelo experimental. 



tlriafes variables de P30 (equivalentes entre 26.75 y 460 pq fe proteínas 
totales) cuantificanos la radiactividad en: 1) las SE de los cultivos ce-
lulares y el producto de dos lavados con 50 pl fe SSB; 2) las células que 
desprendíaos del substrato agregando 50 ̂J de tripsina y el producto fe 
dos lavados a los pozos de culti^j después fe haber desprendido las célu-
las y 3) en el poliestireno de cada pozo de las microplacas que aortaroos 
ocn un bisturí caliente; colocamos este material en viales para centelleo 
líquido,a los que agréganos 5 rol de líquido para centelleo, donde se di-
solvió el plástico. Determínanos la radiactividad en las SE y en las célu-
las cono en los e^erimentos anteriores. 

En la Fig. 3 esquematizamos el procedimiento que seguimos en la deter-
minación fe la radiactividad en loe diferentes aonpcnentes del sistema fe 
ensayo* 

L. Determinación fe la interferencia de la luminiscencia (porcentaje fe apa-
gamiento) en las mezclas de ensayo. 

Tomamos la SE con la más alta concentración fe proteínas fe P30 utili-
zada en el experimento anterior (460 pg) y colocamos volúmenes entre 5 y 
30 pl fe nuestra en papeles 113tro que secamos a 80°C en los viales para 
centelleo, luego agregamos m] de líquido para centelleo y cuantificaoos 
la radiactividad. 

M. Preincubación de P30 con AIB no radiactivo. 
Incúbanos la P30 en su concentración final en presencia fe AIB no ra-

diactivo (2 mg/ml, concentración final IX) 30 min antes fe ponerla en 
contacto con los cultivos celulares. 

N. Determinación de la radiactividad liberada fe los cultivos celulares 
por efecto fe P30. 

Determinaros la radiactividad liherarta por las células marcadas con 
AIB en las SE después fe 8 min fe contacto con cantidades variar 

bles fe P30. Calcúlanos el %I£S fe la misma manera en que lo determina-
mos para el efecto del Tritón X100. 

O. Determinación fe la radiactividad liberada por efecto fe P30 a tiem-
pos variables de incubación. 

Determinamos la radiactividad liberada por células marcadas con 
[ 1 4

C] AIB incitadas por tienpos variables entre 0 y 8 min oon 57.5 pg fe 
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Fig. 3. Diagrama de los componentes del sistema de ensayo en 
que se cuantifioS la radiactividad. 



proteínas totales de P30 de HN38. Calculamos el %I£S caro se describió 
antes. 

P. Microscopía en centraste de fases de los cultivos celulares tratados 
ocn P30. 

Cultivamos células CHQ sobre trozos de cubreobjetos de aproximadamente 
3 mn por lado (previamente lavados por 24 h en una solución de hipoclori-
to de sodio al 1%, luego 24 h en solución de ácido clorhídrico al 1% y 
finalmente 24 h en acetona, canbiándola dos veces y dejándola evaporar la 
última vez, los esterilizamos a 200°C por 3 h, y los colocamos en los po-
zos de las microplasas con pinzas estériles) dentro de los pozos de las 
microplacas. 

Incubamos los cultivos por 8 min con P30 de HM38 (14.25 jig de proteí-
nas totales), los lavamos y fijamos con gluteraldehído al 2.5%, inmedia-
tamente después de tratarlos ocn P30 o SSB o después de reincubarlos por 
18 h en medio MzCqy fresco, adicionado ocn 15% de suero de temerá. 

Obtuvimos las fotografías en ui equipo de cámara y microscopio de con-
traste de fases Leitz Orthoplan (Alemania) a 500 diámetros de anplifica-
ción, colocando el cibrecb jetos ccn el cultiro celular, sobre vn porta-
objetos, agregarle PBS y abrirlo con otro cubreobjetos. 

Q. Mareaje del CHA de los cultivos de células Q P con pH ] timidina. 

En microplacas con 96 pozos de fondo plano, senbramos 1.5 X 104 célu-
las por pozo en 200 jil de medio MoCoy completo adicionado con 5 pCi/nú. 
de ft] timidina. Cubrimos las placas ccn películas transaparentes y las 
incubamos por 24 h a 36°C en atnósféra de <X>2 al 5%. Terminado el tiem-
po de incubación retiramos el medio y lavamos cinco veces ccn 100 pl de 
SSB (39). 

R. Determinación de la captación de f^H] timidina por los cultivos celu-
lares. 

Determinamos la radiactividad en los cultivos celulares aereados ccn 
[3H] timidina después de reincibarlos por 24 h en medio MoQay conpleto y 
li sari as con 25 ¿il de Tritón X100 al 0.5%, de la misna manera cano lo des-

rl4 i cribimos para la determinación de [ CJ AXB. 

S. Determinación de ENA-fii] timidina liberada por los cultivos célula-



res por efecto de P30. 

A réiniag ¡mp-jv̂ aa ccn ["H^timidina las Inclinarnos por 8 min ocn SSB o 
cantidades variables de P30 (equivalente entre 1.75 y 115 pg de proteínas 
totales), las lavamos tres veces ocn 50 pl de SSB y las re ingiramos con 
100 JJI de medio ífcCoy cccpleto por 24 h a 36°C en atmósfera de C02 
Determinamos la reactividad en las SE de los cultiws reincuba dos y 
calculamos el porcentaje de ifS ccno lo describimos para la detenninación 
de [14c] AIB. 



IV. RESULTADOS 

A. ADECLffOCW E£ UN MXELO EXPERMNTAL PARA CUMinFICAR ACTIVIDAD 
CETOLITICA. 
La fracción vesicular amibiana P30 contiene varias clases de citoli-

sinas. una de ellas es probablemente m a fosfblipasa A (15,16,17). Se 
ha postulado que una segunda es la 'arasbaporo* (19,29) y nosotros encon-
tramos indicios de que puede haber una tercera, de efectos más rápidos e 
irreversibles (31) • Sin enbargo el modelo para determinar esta ültima 
actividad requiere el uso de el ácido* P^c] amino isbutírico, \xi amino-
ácido no natural, de peso relativamente bajo, cuya anfotericiclad ofrece 
una serie de problemas técnicos que era necesario detectar y resolver pa-
ra que el modelo fuera útil en la cuantificacióh del efecto citolítioo 
antes mencionado, lo cual a su vez es m requisito indispenable para ca-
racterizar y purificar la citolisina putativa. 

Por todo lo anterior, nos prepusimos identificar cada w o de los pro-
blemas que impedían la cuan ti fi cación del efecto citolítioo inmediato. 

1« Eliminación de la radiactividad inespecifica no captada por las células. 

toa primera fuente de error en el modelo era la presencia de AIB 
en las mezclas de ensayo que no había sido captado por las oélulas. Por 
ello determinamos la radiactividad en el producto de m a serle de lavados 
de los cultivos pie inclinados ocn [^4c] AIB. Encentramos que la radiacti-
vidad no incorporada por las células era muy alta en el producto del pri-
mer lavado y disminuyó lineal mente con los tres lavados siguientes, hasta 
que,an el voltimen producto del quinto lavado,la luminiscencia detectada 
por el contador de centelleo líquido fue equivalente a la registrada en 
los testigos sin radiactividad añadida. Al lavar los cultivos tanbién 
disminuyó ünealnente la radiactividad depositada sobre las células. Des-
pués del cuarto lavado encontramos que la radiactividad detectada al li-
sar la monocapa celular se estábilÍ2Ó ocn un total de 71,000 X 106 oé-
lulas . Considéranos que dicha radiactividad correspondió al [14c] AIB 
captado por las células (flg. 4). 

2. Liberación de [14c] AIB por efecto del Tritón X100. 

Para probar si nuestro modelo era útil para cuantificar la liberación 
de f-4c] AIB por efiecto de un agente citolítioo, utilizamos el Tritón X100 
-ui deferente no polar que disuelve la membrana plasmática-. Encontramos 
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, Fig. 4 Disminución de la radiactiva rfcyl basai con respecto al nú-
mero de lavados de los cultivos de células marcadas. Determinamos 
la radiactividad recipe rada de los cultivos de células maracadas 

rl4 i 
cai L CJ AIB después de lavar los cultivos de una a cinco veces 
azi 100 jal de SSB precalentado a 36 °C. Los sínbolos corresponden 
a la radiactividad recuperate e» cada volfrnen de lavado (•) des-
pués de marcar las células, o eli las células con Txltfo 
X100 al 0.5% (o). Cada paito representa el promedio y {+) des-
viación estándar de tres determinaciones. 



que la "M Haragán del marcador radiactivo es m a fmción semilogarítmica 
con r^pecto a la concentración de Tritón X100 entre 0.00125% y 0.04%. 
El 50% de liberación del marcador correspondió al 0.0074% de Tritón X100 
(Fig. 5). 

Los resultados anteriores rop permitieren confirmar que el modelo de 
citólisis con un agente potente y solible era útil para cuantificar con 
precisión la liberación de [l4C' AIB. Sin enbargo, aún quedaba por resol-
ver el problema más díficil: la detección de citólisis producida por \xia 
citolisina fuertemente asociada a merrbrana, lo cual planteaba dificultades 
técnicas tales cono apagamiento de Luminiscencia e inmovilización indesea-
ble del marcador sobre las célalas, substrato y la misma fracción membra-
nal. 

3. Distribución de la radiactividad en el sistema de ensayo en función 
de la cantidad de P30 agregada. 

La radiactividad asociada a las células y al poliestireno, con que es-
tán fabricadas las microplacas dónete hicimos las mezclas de ensayo, aumen-
tó en tinción de la cantidad de P30 agregada, mientras que las dpm detecta-
das en la SE disminuyeron (Fig. 6). Lo anterior podría deberse a que el 
marcador liberado por las células lisadas se quedase adherido a las mesrbra-
nas plasmáticas y/o al poliestireno y por ello no apareciese en forma solu-
ble en la SE, donde debía detectarse. Esta suposición se veía reforzada 
por las grandes desviaciones estándar que observamos en las determinaciones. 

rl4 "I rl4 n 
lo cual podría deberse a que loe posibles cortplejos [ CJ AIB-P30 o [_ Cj 
AIB-células Usadas se estuviesen desprendiendo del substrato en forma 
irregular, no controlable por el método de lavado que estábanos usando. 

rl4 T 
4. Bloqueo de los posibles sitios de unión para el L C] AIB en el polies-

tirgio de las microplacas, mediante preincubación de los cultivos celu-
lares oon seroalbtamna. 
Cuando preincubamos los cultivos celulares en presencia de SAB observa-

mos que la radiactividad asociadn al poliestireno se redujo hasta un 91%, 
en relación a los pozos sin SAB y las variaciones en las determinaciones 
disminuyeren considerablemente. Esto permitió detectar la liberación del 
marcador por efecto citolítioo de P30 en cantidades relativamente peque-
ñas (equivalente entre 0 y 57.5 pg de proteínas totales). sin enbargo, 
con cantidades mayores de extracto (de 57.5 a 172.5 ¿ag de proteínas) las 
dpni detectadas disminuyeron 43%, para después estabilizarse hasta oon 
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Fig. 5 Relación entre el porcentaje de liberación de [14c] AIB y 
la cantidad de Tritón X100 añadida a las mezclas de ensayo. De-
terminamos la radiactividad liberada por las células marcadas con 
[1 4cJ AIB después de 8 rain de incubación ccn cantidades variables 
de Tritón X100. El porcentaje de liberación del marcador corres-
pondió a una relación seraLiogarítínica con respecto a la concentra-
ción de Tritón X100 con m coeficiente de correlación (r2) 0.988. 
Por interpolación en la gráfica, la dosis que liberó el 50% del 
marcador radiactivo correspondió a 0.0074%. Cada slirbolo repre-
senta el promedio y (+) desviación estándar de nueve determinacio-
nes en tres experimentos independientes. 
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Fig. 6 Distribución de la radiactividad en función de la cantidad 
de P30 agregada al sistema de ensayo. Después de 8 min de incu-
bación determínanos la radiactividad en los siguientes componentes 
de cada ino de los pozos del sistema de ensayo en las microplacas: 
1) suspensión extraoelular (SE,*), ocrpuesta por a) la P30 no ad-
sorbida a las células o aJ substrato y b) el producto de dos lava-
dos sucesivos con 50 ¿íl de SSB precalentado a 36°C; 2) las células 
CHD desprendidas del substrato ccn tripsina y dos lavados sucesi-
vas con 50 jil de SSB(o* y 3) el poliestireno ccn que esté hecho ca-
da pozo de las placas de microensayo, así cono todas las partículas 
adsorbidas a este (&). Cada síirbolo representa el promedio y (+) 
desviación estándar de tres determinaciones. 



460 pg de proteínas totales l Flg. 7). 
La radiactividad detecté en las células se redujo en relación a la 

cantidad de P30 agrégate entre 0 y 115 pg de proteínas totales, a partir 
de este punto la radiactividad aunentó en fixición de la cantidad de extrac-
to añadido. Este resultado nos indicó que sí se liberaba [14C ] AIB por el 
efecto lítioo de P30, sin «rbargo sólo detéctanos este efecto en las mez-
clas que tenían menor cantidad de extracto. Lo cual se debía a un efecto 
de apagamiento por exceso de proteínas en los cocteles de centelleo, occno 
lo indicaría el siguiente experimento. 

5. Incremento lineal de la interferencia de la luminiscencia (apagamiento) 
en función de la cantidad de P30. Solución al problema. 
La presencia de algunas moléculas (ocno lípidos y proteínas) en las 

mercl^a de centelleo dificultan la cuantif icaci Ón de la radiactividad, 
porque ésta se detecta en el contador de centelleo líquido cono emisión 
de luz, la cual puede ser absorbida o difractada por los ccnpuestos an-
tes menicnados. Gcrco P30 es una fracción membranosa (25), rica en lípidos 
y proteínas, paisanos que la interferencia en la luminiscencia de las mues-
tras analizadas podría ser relevante. Por ello decidimos determinar el a-
pagamiento producido en el líquido de centelleo, en función del volúmen de 
la SE de la mezcla de ensayo, correspondiente al pozo con mayor dosis de 
P30 (460 pg de proteínas) del experimento descrito en el inciso anterior. 
Al calcular las djxry)ul de cada nuestra, encentramos una disminución li-
neal de la radiactividad detectada (apagamiento) en función del volómen 
de la mezcla de ensayo agregada a los frascos de centelleo líquido (Fig.9). 

Para evitar el efecto de apagamiento, decidimos reducir la cantidad de 
P30 agregada a las mezclas de ensayo, así cano preincubar la P30 con AIB 
no radiactivo para que este último bloqueara los sitios donde pudiera 
unirse el AIB. De esta manera esperábamos que el marcador liberado 
por las células por efecto de los extractos amibianos quedara soluble pa-
ra poder cuantif icario con precisión. 

B. DETECCION E£ UNA ACTIVIDAD dTOLITICA AMIBIANA DE ETOCIO INMDIATO. 

6. T.-twaraciÓn de [14c] AIB dependiente de la dosis de P30 añadida a cul-
ti\os de células gp. 

Uha vez que adecuamos el modelo experimental para el análisis de efec-
tos citolíticos nuy finos, producidos por citolisinas asociadas a msnbra-
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Fig. 7 Adecuación de la radiactividad en el sistema de ensayo, 
mediante la preincaiaaci&i de loe cultivos celulares con SAB. In-
cubamos los cultivos celulares en SSB adicionado con SAB (10 mg/ml) 

rl4 t 
por 1 h a 36°C, antes de marcar los cultivos con {. CJ AIB. Des-
pués continuarnos el experimento en la forma usual (vrer métodos) y 
determinamos la radiactividad en 1) la SE (•); 2) en las células 
(o) y 3)en el poliestireno de cada pozo (A), cono se describió en 
el pie de la Fig. 3. Cada silbólo representa el promedio y (+) 
desviación estándar de trep determinaciones. 
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Fig. 8 Incremento lineal de interferencia de la luminiscencia (a-
pagamiento) en función de la cantidad de P30. Determínanos la ra-
diactividad en TOltimenes variables (entre 5 y 30 pl) de SE de los 
pozos que contenían una cantidad de P30 equivalente a 460 jig de 
proteínas. Después calculamos las dpiv̂ ul conespcndi entes a cada 
muestra y calcúlanos el intercepto del origen, es decir, las dpm 
que deberían detectarse en una nuestra sin proteínas de P30 agre-
gadas, pero con la misma radiactividad que las mezclas de ensayo. 
Tentamos este valor cono el 100% de lvminiscencia (0% de apagamien-
to) . Con estos datos calculamos el porcentaje de apagamiento, el 
cual correspondió a una función oon respecto a la cantidad de 
P30 presente en los volúmenes de nuestra cuantificados, con ixi 

2 coeficiente de correlación (r ) 0.9503. 



ñas, probamos el efecto de la fracción P30, activada o fresca, de la cepa 
HK9. Qiccntramos que el porcentaje de liberación de [14c] AIB correspon-
dió a sendas funciones lineales con respecto a la dosis de P30. La pen-
diente de P30 activada fue mayor que la de la no activada. 

El efecto citolítioo máximo de P30 activada fue mayor que el de P30 
fresca . Cbn ina cantidad de extracto equivalente a 28.75 pg de proteí-
nas, la P30 fresca produjo ina liberación específica del 21%, terminando 
en este puito la relación lineal, en tanto que una dosis equivalente de 
P30 activada produjo el 37% de liberación específica del marcador y la re-
lación lineal se sosturo hasta con 115 jug de proteínas totales, la cual 
produjo una liberación específica de [14c] AIB de 52%. Es decir, la P30 
activada produjo una liberación máxima 2.4 veces mayor que la lograda ccn 
P30 fresca. 

En los cultivos tratados con SAB, en vez de extractos amibianos, no ob-
servamos liberación significativa del marcador radiactivo (Fig. 9). 

7. Relación entre la virulencia de E. histolytica y la potencia citolítica 
de los extractos amibianos. 
Una vez que cuantificamos la liberación del marcador por efecto de P30 

de HK9, procedimos a oortparar su potencia con la de la misma fracción de 
trofozoítos de HM38, otra cepa de E. histolytica, de nayor virulencia que 
HK9. Encontramos que las pendientes de anbas rectas sen paralelas, pero 
su elevación es significativamente diferente (p<0.05) (fig. 10). La po-
tencia citolítica de la cepa HM38, fué 9 reces mayor que la de HK9 (Ta-
bla I). 

La P30 de hígaáo de rata solo produjo una ligera liberación de [14c] 
AIB (6%) (Fig. 10). 

8. Liberación inmediata de [^c] AIB por efecto de P30. 

Cuantificamos la liberación de [14c] AIB por efecto de P30 de HM38 
(cantidades equivalentes a 14.25 pg de proteínas totales) después de 30 
seg a 8 min de contacto con las células. Entre 0 y 2 min, el porcentaje 
de liberación específica del marcador fué ui poco irayor del 30% con res-
pecto a los testigos, para luego incrementarse linelamente en función del 
tiempo de incubación hasta los 8 min. Después de este último lapso de in-
cubación,la liberación dp [a cj AIB fué aproximadamente del 50% con res-
pecto a los testigos (Fig. llj. 

9. Lesiones nenbranales irreversibles producidas por P30 sobre células CHO. 
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Fig. 9 Incremento del porcentaje ds liberación de ] AIB pro-
porcional a la cantidad de P30 añadida al sistena de ensayo. De-
terminamos el porcentaje de liberación del narcador radiactivo en 
la SE de los cultivos celulares incubados por 8 min ccn cantidades 
variables de P30 preincubada por 30 h a 36°C (activada,«); P30 no 
preincibada (fresca ,A) y SAB (o). El porcentaje de liberación de 

AIB correspondió a una función sesnilogarítmica ccn respecto 
a la cantidad de P30 aradida a los cultivos, expresada cono yq de 
proteínas totales, ccn las siguientes correlaciones: ccn P30 acti-
vada 0.939 y con P30 fresca 0.850. Cada sínbolo representa el pro-
medio y (+) desviación estándar de nueve determinaciones en tres 
experimentos independientes. 
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Fig. 10 Relación entre la virulencia <3e ff- foisto^vtica y la po-
tencia citolítica de los extractos amibianos. Determinamos el 
porcentaje de liberación del marcador en la SE de cultivos celu-
lares inciisados por 8 min con cantidades variables de P30 de las 
cepas HM38 (•), m a de las cepas más virulentas establecidas en 
cultiTO axénioo y HK9 (o), de menor virulencia y P30 de hígado de 
rata (A). Cada síirbolo representa el promedio y (+) desviación 
estándar de tres determinaciones. Encontramos en los dos primeros 
casos que la liberación de [^c] AIB es una función semi logarítmi-
ca de la cantidad de P30 añadida a las mezclas de ensayo, ocn los 

2 
siguientes coeficientes de correlación (r ) : Para P30 de HM38 (e-
quivalente a cantidades entre 0.21 y 14.25 pg de proteínas totales) 
0.9036 y para P30 de HK9 (entre 1.75 y 28.75>ig) 0.850. la eleva-
ción de las rectas es sigiificativanente diferente (p<0.05). 



TA.B1A T 

ACTIVIDAD CITOLITICA ESPECIFICA DE P30 DE DOS CEPAS 
DE Entamoeba histolytica CON DIFERENTE VIRULENCIA. 

Cepa Actividad específica Actividad relativa 

HK9 23C UC/mg 1.00 
HM38 2128 UC/mg 9.25 

1 unidad citolítica (UC)- pg de proteínas totales 
de P30 necesarias para liberar el 10% de [ 1 4 C ] AIB 
en 8 min de incubación, calculando el porcentaje 
de liberación específica del marcador (%LES) como 
se indica en métodos. 
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Fig. 11 Liberación inmediata de L Cj AIB por efecto de P30. A 
tienpos variables de incubación (entre 30 seg y 8 min) determina-
mos el porcentaje de liberación del narcador radiactivo en la SE 
de los cultivos celulares tratados ccn \sia cantidad equivalente 
a 14.25 pg de proteínas totales. Los sínbolos representan el pro-
medio y (+) desviación estándar de tres determinaciones. 



fi» cultivos celulares tratados cor P30 de HH38 (14.25 pg de proteínas 
totales) por 8 min (Fig. 12B) observamos que las células sufrieron los si' 
guientes canbios morfológicos: a) hindiarniento; b) aimento del Jiürero y 
tamaño de sus vacuolas y c) aparición de protusicnes menb ranales. Lo cual 
no sucedió ccn los cultivos testigo (Fig. 12A). Las les i mes anteriores 
fueren irreversibles, pues aún después de lavar los cultivos ccn un aroor-
tiguador isotónioo de pH 7.2 y reincibarlos en medio f-fcCby fresco, adicio-
nado con 15% de suero de temerá, las células mostraron lesiones todavía 
más acusadas qus las iniciales y muchas de ellas se lisaron (Fig. 12C y D) • 
Las lesiones antes descritas fueron localizadas, es decir, se afectó sólo 

area delimitada de la menbrana plasmática, al principio inperceptible, 
que luego evolucionó hasta lisai a las células que entraron en contacto 
con la citolisina (Fig. 12D). 

10. Liberación de DNA- ] timidina a largo plazo por efecto de P30. 

Los resultados antes presentados sugieren que numerosas células se 
destruyen ccrpletamente después de haber sido tratadas ccn loe extractos 
amibianos por corto tienpo de contacto y reincubarlas en medio fresco. 
Para confirmar esta apreciación, cuantificamos la salida de c3«] timidina 
incorporada al DNA después de la relncubaclón. Lo cual serla evidencia 
de lesiones en la membrana plasmática de tal extensión que permitiesen la 
salida de macromoléculas e Inclusive núcleos completos. Efectivamente, 
encontramos una relación lineal entre la liberación de DNA- ] timidina 
y la cantidad de P30 añadida a las mezclas de ensayo (equivalente entre 
1.75 y 115 pg de proteínas totales), después de 24 h de re incubación en 
nedio fresco ccn suero tras el contacto por 8 min con P30 (Fig. 13). 
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Fig. 13 Relación entre el porcentaje de liberación de DNA-p^H ]ti-
midina y la cantidad de P30 ai las mezclas de ensayo. Determínanos 
el porcentaje de liberación del marcador radiactivo en las SE de los 
cultivos celulares después de incubarlas por 8 min ocn cantidades va-
riables de P30 de HK9 (equivalente entre 1.75 y 115 pg de proteínas 
totales), lavarlas y reincubarlas por 24 h a 36°C en medio MzCüy ocm-
pleto. El porcentaje de liberación de CHA- [^H^ timidina oorrespcn-
di6 a w a fimción semilogarítmica ocn respecto a la cantidad de P30, 
con ni coeficiente de correlación (r ) 0.7487. Cada sínbolo it^Le-
senta el prcnedio y (+) desviación estándar de cuatro determinacio-
nes. 



V. DISCUSION 

La citólisis IPG -̂IAA» por oontacto ha sido considerada OORD uno de loe 
factores nés inportantes en xa patogenia de la amibiasis (33), sin enbargo 
la gran mayoría de los investigadores que la han descrito no han podido 
detectarla en extractos amibianos. López-Revilla y Said-Femández (24) 
descubrieren que los extractos libres de trofbzoítos tienen actividad he-
molltica. Prasad et al confirmaron este hallazgo (27)« Poco después. 
Vargas-Vil 1 arreal y Said-Femández (28) detectaron actividad lltica sobre 
células CHO en la misma fracción amibiana (P30) con mayor actividad hemo-
lítica (25), la cual fué activada por incubación a 36°C por 30 h. El e-
fecto anterior era ciar airen te visible después de tienpos relativamente 
largos ( de 1 a 4 h) de contacto entre las células y los extractos ami-
bianos. Recientemente nosotros observamos un efecto citolítioo sobre cé-
lulas CHO después de tienpos de contacto nuy cortos (de 15 seg a 10 min). 
El cual se manifestaba sin necesidad de activar la fracción P30 (31). 
Por ello pensamos que este último efecto podría deberse a un factor dife-
rente al descrito por Vargas -Vil 1 arreal Y Said-Femández (28). Sin em-
bargo no tuvimos éxito en los primeros intentos para obtener datos cuanti-
tativos del efecto recién descubierto. Ello se debió a la anfbtericidad 
del [14C] AIB, propuesto oomo irarcador para denotar lesiones menbranales 
tenpranas y muy finas, producidas por diversas citolisinas solióles (32). 
Adicionalmente P30 es m a fracción meaibranal opaca,muy rica en proteínas 
y lípidos, carcterísticas físicas que dificultaron grandemente la cuanti-
ficación del efecto recién deseviaierto. A pesar de todas las dificultades 
antes mencionadas, decidimos adecuar el modelo cuantitativo de citólisis 
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con P30 y [ CjAIB, porque la citólisis observada después de tienpos cor-
tos de contacto podría estar estrechamente relacionada ocn la citólisis 
mediada por contacto. La cual tarrbién ocurre a tienpos muy cortos (8). 
El trabajo aquí presentado constituye, además, \n prerrequisito para in-
tentar la purificación de la citolisina desci±>ierta y analizar su impor-
tancia en la patogenia de la amibiasis. 

Iniciamos nuestra estrategia de trabajo eliminando del sistema toda la 
radiactividad que no había sido captada por las células y quedaba soluble 
en el sistema. Para ello determínanos el número mínimo de lavados de los 
cultivos celulares recién marcados con [14C ] AIB para reducir la radiacti-
vidad inespecífica al mismo nivel que la radiactividad basal (Fig. 4). 

El siguiente paso en el desarrollo del modelo fué probarlo con un agen-



te citolítico soluble, cuyos efectos fueran bien conocidos. Elegimos al 
Tritón X100, que fbrrta parte de los agentes Uticos analizados por 
Hielestam y Mollby (32). Con ello encentramos que el modelo ya era útil 
para cuantificar con precisión la liberación de AIB por efasto de 
tai agente Utico (Fig. 5) sin problanas adicionales cono los de ¿30. 

Degpî ff ae lo anterior abórdanos el principal problana de nuestro mo-
delo: detectar actividad de vna cito lis ina fuertemente asociada a meíibra-
na en nuestras opacas, nuy ricas en proteínas y llpidos. Hicimos un aná-
lisis global del sistema de ensayo, para identificar los sitios de ixiiÓn 
inespeclfica del [14c] AIB, después de la citólisis producida por P30. 
Los resultados de tal análisis nos indicaron que el marcador se uila en 
forma inportante al poliestixeno de los pozos de las microplacas y 
probablemente a la superficie de las células, directamente,por si sólo,o 
indirectamente OCOD couplet o P30 - [^C] AIB, a juzgar por el incremento de 
radiactividad detectada con respecto a la dosis de P30, en tales oerpo-
nentes de ensayo (Fig. 6). ttia vez identificados éstos problemas, intén-
tanos bloquear los posibles sitios de unión del [14c] AIB en el poliesti-
reno y en la mesrbrana plasmática de las células QD: P re incubamos los 
cultivos celulares ccn SAB, sabiendo que la SAB es una proteína occtpues-
ta por aminoácidos cuyas cargas son muy parecidas a las del aminoácido 
que estabamos errpleando cono marcador, Encontramos que nuestra hipóte-
sis era correcta: la unión del marcador al poliestireno se redujo hasta 
en un 91%, con desviaciones estándar oonsiderablennte menores que las ob-
tenidas en experimentos anteriores ( Figs. 6 y 7). 

Bi el experimento de la Fig. 7 encontraros que la radiactividad detec-
tada en las células disminuyó en relación a las doáis más bajas de P30, 
para luego incrementarse con respecto a la dosis de P30. La prinera par» 
te de la curva sugirió que el [^C ] AIB si se liberaba por el efecto ci-
tolltioo de P30, pero por otro lado, la disminución de la radiactividad 
soluble en las suspensiones extrañe] ni ares de las mezclas de ensayo con 
dosis mayores de P30 sugería fuertemente m efecto de apagamiento de la 
lvninisoencia, evitando que pudiera cuantificarse ccn precisión la real 
cantidad de marcador liberado de las células. Esta suposición fué con-
firmada en el experimento de la Fig. 8. 

Para solucionar este problema reducimos la dosis de P30 utilizada y 
agréganos a P3Q, antes del ensayo, AIB no radiactivo, para bloquear los 
sitios fe unión en P30 fel [14c] AIB libéralo de las células y qredara 



soluble para poder cuantificario. 
Gen todas las modificaciones introducidas consideramos que nuestro mo-

delo de ensayo ya era adecuado para cuantificar actividad citolítica en 
los extractos «nibianos. Pasamos entonces a la seguida etapa del trabajo 
que consistió en determinar el efecto citolltico de la fracción P30, so-
bre células CHO px«i)arcadas con C^C.. AIB. 

Incluimos en estos análisis P30 activada mediante preincubación a 36 °C 
por 30 h, la cual tiene efectos citolíticos comprobados (28). Cano tuvi-
mos éxito con ella, pásanos al problema central del trabajo: cuantificar 
el efecto de P30 "fresca", no activada. Cono puede verse en la Fig. 9, 
dicha fracción tiene, en efecto,wia citolisina cuyo efecto es dependien-
te de la dosis y se manifiesta en tienpos nuy cortos. El efecto de 
P30 activada fué 2.4 vsoes mayor que el de P30 fresca. Lo cual era pre-
decible porque P30 activada contiene además fbsfolipasas activadas y sus 
productos de hidrólisis aciculados, cuyo potente efecto citolltico es 
bien conocido (26) • Por otro lado, la SAB en dosis equivalentes a las de 
P30 fresca o activada no produjo liberación del marcador (Fig. 9). Lo 
que significa que la liberación de AIB es específica de citolisi-
nas amibianas. 

Una vez que contamos con un modelo confiable para cuantificar el efec-
to citolltico de P30 a tienpos cortos de contacto, cortparamos la potencia 
de P30 de HK9 con la de la cepa HM38, de mayor virulencia que HK9. La po-
tencia de HM38 fué un poco más de 9 veces mayor que la de HK9, lo cual 
significa que la potencia citolítica de E. histolytica guarda relación oon 
su virulencia. Encontramos además que las pendientes de las relaciones 
dosis-respuesta son iguales en las dos cepas, pero con una elevación sig-
nificativamente diferente (p<0.05; Fig. 10). La pendiente idéntica su-
giere que la actividad lltica del efecto a corto plazo se debe al misto 
factor en sendas cepas; la diferente altura indica que dicho factor se 
encuentra en mayor cantidad en HM38, la cual es precisamente la cepa más 
virulenta. Ello podría significar que la citolisina cuyos efectos descri-
biros, es un factor de virulencia de E. histolytica. 

Por otro lado, la liberación máxima producida por efecto de P30 de hí-
gado de rata fué nuy pequeña (6%) en comparación con las fracciones ami-
bianas, el efecto Utico se explica porque se trata de una fracción liso-
somal que contiene un gran número de enzimas hidrollticas, sin enbargo su 
potencia es notablemente menor que la de los extractos amibianos. Lo cual 



sugiere además, que el efecto detectado por nosotros no se debe exclusi-
vamente a actividades enzirráticas, sino a otro mecanismo. Porque a dife-
rencia de lo que nosotros enoontxanDs, las enzimas requieren tiempos con-
siderablemente más largos para producir citólisis detectable. 

Cuando cuantificamoe la liberación de [l4c] AIB por efecto de P30 de 
HM38 en relación al tienpo, encontramos que desde los 30 seg de contacto 
hubo una liberación del 30« del marcador, la cual se mantuvo hasta los 2 
rain para luego incrementarse 1 irrealmente y llegar aproximadamente al 50% 
a los 8 min. Estos resultados significan que la lisis se produce tan 
pronto como la citolisina entra en contacto ocn las células blanco. Es 
decir, la citolisina que analizamos tiene un efecto inmediato. Tal des-
cubrimiento apoya nuestra posición inicial, acerca de que el factor que 
nos ocupa no es una enzima, las cuales tienen una cinética nuy diferente 
a la encontrada por nosotros. El efecto inmediato sugiere tanbién que 
dicho factor podría ser un elemento muy irrportante en la citólisis rápi-
da mediada por contacto, observada en trofozoítos enteros. La posible 
importancia de este efecto en la virulencia amibiana está fuertemente a-
poyada por la descripción de T re vi ño García-Manzo y Cruz de Lavin, quie-
nes describieron lesiones producidas por trofozoítos enteros sobre epi-
telio intestinal aislado de cobayo (40) muy parecidas a las lesiones 
observadas por nosotros. 

Las imágenes fotográficas presentadas en este trabajo (Fig. 12), nos 
permiten observar que las lesiones producidas en las células ocurren rá-
pidamente, observándose un aurrento de tamaño y nfrnero de las vacuolas, 
hinchamiento y aparición de protusiones membranales en las células trata-
das con P30. Estas células después de lavarlas y reincubarlas no se re-
cuperaron, sino que las lesiones aumentaron en gravedad provocando la 
lisis de algunas células. Es de hacerse notar que las lesiones descritas 
fueron localizadas. Es decir, afectaron sólo un area delimitada de la 
merbrana, poco notable al principio, que luego evoluciona hasta lisar a 
la célula. Qn loe cultivas tratados tairbién pueden observarse células 
intactas, al lado de otras claramente lesionadas. Esto hace suponer que 
la citolisina se censuare una vez que se integra a la menbrana celular y 
produce su efecto y que hay un número limitado de éstas moléculas, con-
trariamente a cono actúan las enzimas. Ello tanbién apoya nuestra supo-
sición de que se trata de una citolisina no enzurética. Muy probablemen-
te se trate de una citolisina lábil al oxígeno, dependiente de grupos 



-SH, por las siguientes razones: 1) las citolisinas de este tipo, ceno la 
estreptolisina 0, se Inactivan en presencia de oxigeno, y los grupos que 
han intentado detectar actividad citolltica en extractos amibianoe, seni— 
can las fracciones mezclándolas fuertemente ocn oxígeno, por lo que no se 
detecta una actividad semejante; 2) Tanbién, estas citolisinas se reacti-
van con agentes reductores tales caro la cisteína. Cuando añadimos canti-
dades variables de cisteína a las mezclas de ensayo encontraros una depen-
dencia clara del efecto citolítico con la cantidad de cisteína añadida. 
Con 6.2nM de cisteína la actividad se incrementó hasta cinco reces con 
respecto a las mezclas sin el reductor (datos no presentados); 3) la es-
treptolisina 0 se inactiva cuando se preincuba en presencia de oolesterol 
(el sitio de unión de esta toxina en las células blanco es ese lípido) 

(41), nosotros encontramos lo misno cuando preincubamos P30 ccn oolesterol 
(datos no presentados); 4) Las lesiones producidas por estreptolisina 0 
(42) son nuy parecidas a las que observamos en las oélulas tratadas con 
P30; 5) la estreptolisina 0 no es una enzima, sino rna molécula que pro-
duce citólisis uniéndose físicamente a la membrana plasmática para ha-
cer agujeros, cono lo sugieren nuestros datos en el caso de la citolisina 
amibiana; 6) Las condiciones del microanbiente del intestino donde se de-
sarrolla E. histolytica son anaerobicas, por lo que sería factible y ló-
gico que tuviera este tipo de citolisinas. 

Cono las lesiones, observadas por microscopía, producidas por efecto de 
P30 fueron irreversibles, cuantificamos este efecto en cultivos lavados des-
pués del contacto con P30 y reincibados en medio fresco, arilcicnadn con sue-
ro. Para ello determinamos la liberación de [^H] timidina incorporada al 
DNA de células CH), ya que la liberación de tal molécula inplica la destruc-
ción total de las células. Encontramos una liberación aproximada del 8%. 
Lo cual está de acuerdo con lo observado inicialmente: Muchas te las células 
permanecen intactas, en tanto que otras se lisan. Las lesiones de estas úl-
timas son imperceptibles al principio, pero detectables por la liberación de 
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[ CJ AIB, estas lesirrefi progresan hasta lisar sólo a las células que entra-
ron en contacto ocn la citolisina. De esta observación podemos colegir que 
aunque P30 está formada por vesículas y estas entran en contacto con todas 
las células, sólo algunas de tales vesículas contienen la citolisina de efec-
to inmediato, pues sólo algunas oélulas se lisan. Dicto efecto es nota-
blemente potente, considerando que corresponde a una fracción nuy cruda, 
es decir, la citolisina está muy poco concentrada, y no se encuentra 



en sus mejores pondi r**"*!*»* de ensayo. A pesar de esto, el efecto de citó-
lisis r» difiere mxt» del producido por dtolislnas puras de veneno de 
serpiente, tolde la liberación màxima de TOA- ] uridina es del 33% (43). 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten suponer que hemos 
ttescdoierto izia citolisina de E. histolytica, diferente a las descritas 
hasta ahora. Ya henos discutido las diferencias entre la citolisina refe-
rida y las enzimas ocno fosfb lipas as. las diferencias con la proteina for-
mado ra de poros (amebaporo) son las siguiottes: 1) la amebaporo produce un 
flujo selectivo de cationes monovalentes a través de la menbrana celular y 
2) las células se recuperan después del tratamiento con la amebaporo, es 
decir, su efecto es reversible. Eh tanto, la citolisina detectada en este 
trabajo produce lesiones que permiten la salida inmediata de una molécula 
mucho más grande que los iones, \n aminoácido (PM:104) con cuatro grv^os 
relativamente voluninosos, dos de ellos cargados con cargas opuestas (N^* 
y COO~) y dos grupos hidroffibicos (CH^), Estos efectos se agravan con el 
tienpo, hasta el grado de permitir la liberación de CHA. Es decir, a di-
ferencia de la amebaporo, la citolisina aquí descrita produce lesiones 
más grandes, no selectivas a cargas, progresivas y mortales, a pesar de 
que las células se reincuban en presencia de suero, cuyas propiedades 
antitóxicas son bien conocidas. 

Conclusiones. 

El modelo desarrollado en este trabajo permite la cuantificación de 
efectos citolíticos nuy finos, producidos por cito lis inas asociadas a 
menbrana, en tienpos imy cortos de contacto. 

Por los resultados obtenidos, sugerimos la detección de una citolisina 
en extractos de trofbzoitoe de E. histolytica de efecto inmediato e irre-
versible y de acción localizada, lo cual corresponde a ina citolisina no 
descrita hasta ahora. 

La rápidez del evento y la relación encontrada entre la potencia de la 
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citolisina propuesta para liberar el [ j AIB y la virulencia de las ce-
pas analizadas en este trabajo sugieren que dictia citolisina podría de-
soipeñar m a importante función en la citólisis mediala por contacto; y 
por lo tanto, en la virulencia amibiana. 
Perspectivas. 

El desarrollo de nodelos experimentales cono el descrito en este tra-
bajo proporciona \xi medio para la exploración de nuevas actividades y fac-



tores que estén implicados en la patogenia de enfermedades infecciosas. 
Asi mismo permiten hacer el seguimiento de la actividad durante el aisla-
miento y purificación del factor responsable. 

En el canpo de la amibiasis, el encontrar roa actividad en extractos 
libres de células constituye un avance en el conocimiento de los facto-
res involucrados en la virulencia amibiana. Los hallazgos aquí presen-
tados refuerzan la hipótesis de que el mecanismo citolltico no se debe a 
un sólo factor, sino que entran en juego varios de ellos, y probablemente 
otras condiciones que no han sido determinadas hasta ahora. Qitre los 
factores mencionados, la citoüsina de efecto inmediato pudiera jugar ixi 
papel relevante. 

Por otro lado, el modelo desarrollado aquí permitiré detectar y anali-
zar citolisinas ay^M^«? a fracciones menbranales en otros especímenes, 
superando los inconvenientes que supone la anfbtericidad y las propieda-
des físicas del marcador, así como la opacidad y oonplejidad bioquímica 
de las fracciones menbranales. 



VI. RESLFL-BÍ 

La anribiasis es la Infección parasitaria ocasionada por Ehtampeba 
higtolytica. Dn í-éxioo es problana nuy iirportante por su frecuencia y 
mortalidad. 

IA virulencia de E. hiatolytica depende esencialmente de la invasivi-
dad, propiedad en la que parece deseapeñar un papel relevante la citóli-
SÍB mediada por contacto, la cual ha sido descrita extensamente en tro-
fozoítos activos. Sin enbargo la mayoría de los esfuerzos para detectar 
actividad citolítica en extractos amibianos han sido infructuosos. Lo 
cual es condición indispensable para intentar la purificación de las~c±-
tolisinas responsables. 

Eh 1980, se encontró que los extractos amibianos tienen actividad he-
nolltica y la mayor parte de ésta actividad reside en la fracción vesi-
cular llamada P30, cuya potencia basal se incrementa hasta cien veces 

después de 36 h de preincubación a 36°C. 
1984 se detectó actividad citolítica de la fracción P30, activada 

por preincubación a 36°C por 30 h, sobre células CHO. la detección se 
realizó mediante la cuantificación de la radiactividad liberada por cé-
lulas OiO marcadas con ft] OTP después de incubarlas con cantidades va-
riables de P30 a 36°C por 4 h. 

Posteriormente nosotros observamos que la fracción P30 produjo lesio-
nes en células CHO desde los 15 seg de contacto. Estas lesiones se ha-
cían más notables, aún después de lavar los cultivos celulares y reincu-
barlos en medio fresco adicionado con suero, hasta que algunas células 
terminaban por Usarse. La rSpidez del evento y el hecho de que la P30 
utilizada no fué activada, nos hizo suponer que el efecto citolltico se 
debía a ni factor diferente al enoontrado en P30 activada, que pudiera 
estar rmy relacionado con la citólisis mediada por contacto detectada en 
trofozoltos enteros. Sin enbargo, en nuestros primeros ensayos no obtu-
vimos datos cuantitativos de esta actividad. 

Uh modelo de citólisis para cuantificar actividad citolítica después 
de tiempos cortos de contacto entre productos amibianos y células en cul-
tivo permitiría intentar la purificación de la citolisina responsable y 
analizar su importancia en la patogenia de la amibiasis. 

El desarrollo de tal modelo ofrecía varios problemas téoiicos: 1) la 
anfotericidad del ácido «[14c] amino isobutírioo ( [14c] AIB), utilizado 



cono marcador? 2) la opacidad y ccnplejidad bioquímica de la fracción 
P30, que produce apagamiento de la lvminisaencia e innovilización inde-
seable del marcador en la superficie de todos los elementos del siste-
ma; 3) la fuerte asociación a meobrana de la citolisina. Dichos proble-
mas se resolvieron satisfactoriamente en este trabajo: El nodelo desa-
rrollado permite la cuantificación de efectos citolíticos auy finos, pro-
ducidos por citolisinas asor-IMas a menbrana, en tienpos nty cortos de 
contacto. Tartbién permite hacer el seguimiento de la actividad durante 
el aislamiento y purificación del factor responsable. 

Por loe resultados obtenidos, proponemos que la actividad citolltica 
detectada en extractos de trofbzoítos de E. histolytica, corresponde a 
uia citolisina de efectos inmediatos e irreversibles, no descrita hasta 
ahora; iay probablemente perteneciente al grupo de las citolisinas lá-
biles al oxígeno y dependientes de grupos -SH. 

La rápidez del evento y la asociación de la potencia para liberar el 
marcador con la virulencia de las cepas, hace pensar que el factor desera 
peñe \na inportante finción en la átólisis mediada por contacto, y por 
lo tanto, en la virulencia aroibiana. 
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