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RESUMEN

La lectina de Entamoeba Histolytica se ha involucrado de manera importante en la
patogenia de la amibiasis y se cree que participa en la adherencia de los trofozoitos a las
células blanco. Ademas, se describe que la lectina puede dafiar directamente a las
células blanco. Por otro lado, el papel de los anticuerpos en la inmunidad protectora es
controversial. En el presente estudio nosotros analizamos si la lectina se une a la
superficie de los hepatocitos y los dafia directamente; y, por otra parte, si los anticuerpos
protegen del dafio mediado por la lectina o bien, si pueden contribuir al dafio de los
hepatocitos.

Se analizaron las caracteristicas de la interaccion in vitro entre los trofozoitos y los
hepatocitos de hamster, la especificidad de la unién mediante ensayos de competencia,
incubando previamente con diferentes azucares o bien con anticuerpos dirigidos contra la
lectina. También se analizé el efecto de la lectina sobre la viabilidad y funcionalidad de
los hepatocitos y el papel de los anticuerpos especificos hacia la lectina en fenémenos de
proteccion.

Los resultados mostraron que cuando la lectina se unié a la superficie de los
hepatocitos, algunos tenian signos de dafio celular, principalmente presentandose
cambios en la morfologia celular y la presencia de nucleos picnoéticos. Por otro lado,
también se determin6 que la lectina causaba citotoxicidad directa en los hepatocitos v,
por ultimo, se observd que los azucares lactosa y NAcGal, asi como los anticuerpos
policlonales anti lectina Gal/GalNAc fueron capaces de inhibir la adhesién amibiana y en
consecuencia reducir el dafio en el cultivo primario de hepatocitos de hamster.
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ABSTRACT

The Entamoeba histolytica Gal/GalNAc lectin is an important molecule involved in the
pathogenesis of amoebiasis. It plays a role in the adherence of Entamoeba histolytica
trophozoites to the target cells. Moreover, the lectin can damage directly the target cells.
On the other hand, the role of the antibodies in the amoebiasis protection is controversial.
Therefore, in the present work we analyzed the effect of the lectin in hepatocyte bindings.
We studied also the role of antibodies in protection assays or if they contribute to
hepatocytes damage.

We analyzed the characteristic of the in vitro interactions between E. histolytica
trophozoites and hepatocytes using hepatocytes primary cultures, the specificity binding
assayed studies we used different carbohydrates and anti-lectin antibodies. Finally, we
studied the effect of lectin in hepatocytes viability and function, and the possible role of
the anti-lectin antibodies in protection assays.

When lectin was bound to the hepatocytes surface, some of them showed signals of
cellular damage, displaying morphological changes and an important number of
hepatocytes showed picnotic nucleus. On the other hand, when lactose, N-acetyl
Galactose and polyclonal anti Gal/GalNAc lectin antibodies were used before the
interaction of amoebas with the hepatocytes monolayer, they were able to inhibit the
adhesion to the target cells, therefore, we conclude that these molecules reduced
significantly the damage of the primary hamster culture.

Key words: Entamoeba histolytica, lectin, hepatocytes primary cultivation, antibodies,
carbohydrates.

INTRODUCCION

La adherencia es un requisito para que las amibas puedan destruir a las células blanco
(1,2). Las moléculas que participan en el proceso de adhesiéon son las lectinas
(3,4,5,6,7,8,9,10). La interaccion se lleva a cabo por el reconocimiento de residuos de
carbohidratos en la membrana de las células blanco. Los principales azulcares
involucrados son la N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), la galactosa terminal (Gal), y las
unidades de lactosamina (Gal-1,4-GINAc) (11,5,6,12,13). Sin embargo, no parece existir
reconocimiento de los residuos de N-acetil-D-glucosamina terminal (GIcNAc). Todo lo
anterior sugiere que una interacciéon importante entre la amiba y sus células blanco se
lleva a cabo por medio de lectinas o adhesinas especificas para Gal y GalNAc.

Por otro lado, E. histolytica activa el sistema de complemento pero es resistente al
complejo de ataque a la membrana (C5b-9). Se ha visto que cuando se utilizan
anticuerpos contra la lectina con especificidad para Gal se provoca un incremento en la
lisis de los trofozoitos por C5b-9, sugiriendo que el sitio activo de la lectina que une
carbohidratos puede contribuir a la habilidad de la lectina de bloquear el ensamble del
complejo de ataque a la membrana. La participacién de la lectina Gal/GalNAc en la
adherencia, citélisis y resistencia al complemento sugieren que podria ser un buen
candidato para vacunas; asi, una vacuna anti-amibiana impediria la adherencia a la
mucosa colénica y podria prevenir la colonizacién y el dafio (14).

Existen resultados controversiales en cuanto a la proteccién de los anticuerpos
contra la amibiasis. Por un lado, se ha sugerido que la lectina Gal/GalNac es capaz de
inducir una respuesta inmuno protectora ya que los anticuerpos especificos pueden
inhibir la adherencia de E. histolytica y la citélisis subsecuente de las células blanco. Un
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gran nimero de proteinas amibianas son inmunogénicas, de manera que sujetos con
absceso hepatico amibiano tienen anticuerpos circulantes contra ellas, incluyendo
anticuerpos contra las lectinas y adhesinas (15,16,17,18,19). Sin embargo, los
anticuerpos séricos no curan la infeccién y tampoco evitan las reinfecciones, sobre todo
del intestino (20). Adicionalmente, los anticuerpos pueden, al menos tedéricamente,
favorecer el dafio hepatico. En el absceso hepatico amibiano experimental desarrollado
en el hamster hay correlacion entre el titulo de anticuerpos y la magnitud del dafio (21).
En jerbos inmunizados con la lectina de 170 kDa y posteriormente retados
intrahepaticamente con trofozoitos virulentos de E. histolytica, la frecuencia de abscesos
es mucho menor en comparacion con los controles, sin embargo, los abscesos que se
forman en los animales inmunizados son significativamente mas grandes con relaciéon a
los que se forman en los testigos (22). También se ha reportado que los anticuerpos
dirigidos contra un epitope en la cadena pesada de la lectina de la amiba que es
especifica para D-galactosa y N-acetil D-galactosamina, incrementa el tamafio de los
abscesos hepaticos en jerbos (epitope no protector); por otro lado, los anticuerpos
dirigidos contra un epitope diferente confieren protecciéon; es decir, el tamafio de los
abscesos es menor (epitope protector) (23).

Con los antecedentes mencionados anteriormente, en este trabajo se analiz6 si la
lectina Gal/GalNac de E. histolytica, es capaz unirse a la superficie de los hepatocitos e
iniciar alteraciones morfofuncionales o dafio y, por otro lado, si los anticuerpos
especificos para esta lectina pueden evitar o contribuir a la destruccion de los
hepatocitos, dependiendo del epitopo reconocido y del tiempo de aparicion de los
anticuerpos.

MATERIAL Y METODOS

Purificacién de la lectina Gal/GalNac.
La lectina con especificidad para Galactosa y N-acetil-D-galactosamina se purificé por
cromatografia de afinidad siguiendo el protocolo previamente reportado (6).

Cultivo primario de hepatocitos de hamster.

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico. La cavidad abdominal se abrio y
expuso la vena porta. El higado se perfundié a través de la vena porta con una solucién
gue contenia EGTA y colagenasa siguiendo la técnica reportada (24). Los hepatocitos se
incubaron a 36.8 °C, en una atmoésfera de 9 % de CO,, las células no adheridas se
eliminaron.

Interaccién de trofozoitos de E. histolytica con hepatocitos de hamster.

La interaccion se realiz6 con hepatocitos sembrados sobre cubreobjetos cubiertos con
colagena tipo |, la relacion de interaccion utilizada fue de 8 hepatocitos por 1 amiba. Los
tiempos de interaccién empleados fueron 5, 15, 30 y 60 min. La viabilidad de las amibas
se revis6 mediante exclusion con azul tripano. Las muestras fueron fijadas con
paraformaldehido. Estas muestras fueron procesadas para la detecciéon de lectina
mediante inmunocitoquimica.

Interaccién de la lectina Gal/GalNac con hepatocitos de hamster.

Se interaccionaron hepatocitos de 24 h de cultivo con 4ug de la lectina purificada, los
tiempos de interaccion fueron de 5, 15, 30 y 60 min. Las muestras se fijaron con
paraformaldehido al 1.5% para posteriormente realizar una inmunocitoquimica utilizando
anticuerpos anti lectina.

Inmunocitoquimica.

La peroxidasa enddgena se bloqued con metanol-H,O,, los sitios no especificos se
bloquearon con suero fetal bovino al 10%. La inmunodeteccién se llevé a cabo con un
anticuerpo monoclonal anti lectina diluidos 1:50 en PBS-Tween-suero fetal bovino, las
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muestras se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se agregé el conjugado de
peroxidasa chivo anti IgG de ratén, diluido 1:500, después de una hora se revelé con
DAB. Las inmunotinciones se examinaron por microscopia de luz.

Efecto citotoxico de trofozoitos de E. histolytica sobre hepatocitos de hamster.

La interaccién entre los trofozoitos de E. histolytica y los hepatocitos de hamster se
realiz6 a una relacion de 1:8 empleando placas de 24 pozos. Los tiempos de interaccion
trabajados fueron de 15, 30, 40 y 60 minutos. Transcurrido el tiempo de interaccion se
adiciono MTT (3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromuro) 5mg/ml. Se
incubé 30 minutos a 36.8°C y CO, al 8%. Se adicionaron 100ul de DMSO por pozo, se
agitd un minuto y se leyé en un espectrofotometro a 540nm.

Efecto citotoxico de la lectina de E. histolytica sobre los hepatocitos de criceto.

Se interaccionaron hepatocitos con la lectina Gal/GalNac de E. histolytica. Los tiempos
de interaccién fueron de 5, 15, 30 y 60 min. El control utilizado fue otra lectina no
relacionada (concanavalina A) a la misma concentracion que la lectina amibiana.
Posterior a la interaccion se adicion6 el MTT y se midio la liberaciéon de colorante en un
espectrofotémetro a 540nm.

Bloqueo del dafio de los hepatocitos por anticuerpos policlonales (IgG) anti lectina

Los trofozoitos se preincubaron con la IgG anti lectina 25-50ug durante 5 minutos, y
enseguida se afiadieron a la monocapa de hepatocitos. Después de incubar durante 30
y 60 minutos, se adicioné el MTT e incub6 durante 30 minutos. Finalmente se adiciond el
DMSO, las muestras se leyeron a 540 nm. Los controles fueron amibas que fueron
preincubadas con suero normal de chivo.

Dafo provocado a los hepatocitos mediado por anticuerpos policlonales (IgG) anti lectina
y complemento

Los hepatocitos y las amibas se hicieron interaccionar durante 15 minutos a una relacion
de 8:1, transcurrido este tiempo se adicion6é simultaneamente la IgG anti lectina a
concentraciones de 25-50ug y complemento a concentraciones de 5 y 50ug. En otros
experimentos, la lectina (10 ug) se hizo interaccionar con los hepatocitos durante 15
minutos a 37°C, después se adicionaron los anticuerpos anti lectina (50 ug) y
complemento. Después de incubar a 36°C y 8% de CO, durante 15 y 30 minutos, se
adicioné el MTT durante 30 minutos, y las muestras se leyeron a 540 nm. Los grupos
testigos carecian de anticuerpos especificos y complemento.

Ensayos de bloqueo de la adhesion entre las amibas y el cultivo primario de hepatocitos
mediante el uso de azlcares.

Las amibas fueron preincubadas durante 30 minutos con diferentes carbohidratos:
Galactosa, Manosa, Lactosa, N-acetil Galactosamina (NacGal), N-acetil Glucosamina
(NacGlu) y Melobiosa a concentraciones de 50, 100 y 200mM. Posteriormente las
amibas se agregaron a la monocapa de hepatocitos y después de incubar por 30 min, se
adiciono a la placa MTT disuelto en medio DMEM vy se incub6 a 36.8°C durante 30 min.
Se adicioné DMSO a cada pozo para liberar los cristales de formazan. Después de 5 min
se leyeron las muestras espectofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm.

RESULTADOS

Purificacidn de la lectina Gal/GalNAc

La lectina Gal/GalNAc se purific6 mediante cromatografia de afinidad empleando
anticuerpos monoclonales especificos para la subunidad pesada (170 kDa) de la lectina.
La caracterizacién bioquimica se realizé por medio de SDS-PAGE (Figura 1); la tincion

del gel reveld la presencia de las dos principales subunidades de la lectina, las cuales
presentaron las masas moleculares estimadas, 170 y 35 kDa.
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Figura. 1. SDS-PAGE de la lectina Gal/GalNAc purificada mediante cromatografia
de afinidad.

Las proteinas eluidas de la columna de afinidad se separaron mediante SDS-PAGE al 10
%, bajo condiciones reductoras con p-mercaptoetanol. Carril 1 marcadores de peso
molecular. Carril 2 y 3 muestran las migraciones de la subunidad pesada de 170 kDa y
de la subunidad ligera de 35 kDa.

Interaccion de trofozoitos de E. histolytica y hepatocitos de hamster

El progreso en la destruccion de los hepatocitos por accion de las amibas se siguio
mediante un ensayo de citotoxicidad que se basa en la reduccion del MTT. Los
resultados muestran (Figura 2) que desde los primeros minutos de interaccion entre las
amibas y los hepatocitos se observa una drastica disminucion en la viabilidad de los
hepatocitos. A los quince minutos de interaccion hubo disminucién en un 60% de la
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reduccion del colorante lo cual indica que un gran porcentaje de hepatocitos fueron
destruidos por las amibas. Este porcentaje no aumento significativamente a los 30, 40 y
60 minutos de interaccion.
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Figura 2.- Interaccioén de trofozoitos de Entamoeba histolytica y hepatocitos de
hamster.

Los hepatocitos de hamster se cultivaron durante 24 horas. Trofozoitos de E. histolytica
recientemente obtenidos se colocaron sobre la monocapa a relacion de 1:8
trofozoitos/hepatocitos. Los tiempos de interaccion fueron de 15, 30, 40 y 60 minutos. Al
final del periodo se determino la reduccion del MTT para cuantificar la viabilidad residual.

Analisis microscopico de la interaccion in vitro de hepatocitos y trofozoitos vivos de
Entamoeba histolytica

Desde los primeros minutos de interaccion entre el cultivo primario de hepatocitos de
hamster y los trofozoitos de E. histolytica se observé un cambio morfolégico importante
en el cultivo. A los 5 minutos los hepatocitos que habian sido contactados por las amibas
empezaban a manifestar signos de dafio, se redondeaban y presentaban algunas
vesiculas en su membrana. A los 15 minutos de interaccién el dafio al cultivo de
hepatocitos era mucho mas evidente, los hepatocitos en contacto con las amibas
presentaban mdltiples vesiculas en su membrana, ademas mostraban pérdida de su
arquitectura poliédrica caracteristica, y se observé la presencia en el cultivo de restos
celulares. En hepatocitos que no estaban en estrecho contacto con las amibas también
manifestaban signos dafio; se redondeaban, perdian su forma caracteristica y algunos
mostraban sus nucleos desplazados a la periferia. A los 30 minutos el dafio progresaba
y se observé un nimero importante de hepatocitos desprendidos, mayor cantidad de
detritus celulares, los hepatocitos dafiados presentaban nudcleos con apariencia picnética
y se perdian las uniones entre los mismos. A los 60 minutos el dafio fue mucho mayor,
una gran cantidad de hepatocitos adquirian formas elongadas y presentaban nucleos
picnéticos, la mayoria de los hepatocitos se habian desprendido y las areas liticas en el
cultivo eran mas extensas. El dafio ocasionado por las amibas al cultivo de hepatocitos
se incrementaba con el transcurso del tiempo (Figura 3).
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Figura 3.- Inmunocitoquimica de interacciones de amibas con hepatocitos de
hamster.

(A) Quince minutos de interaccién. Trofozoitos de E. histolytica (Eh) y algunos
hepatocitos que muestran signos de dafio (H) se marcan fuertemente a la lectina. El
anticuerpo monoclonal anti lectina Gal/GalNAc marca hepatocitos distantes a las amibas
(H). Otros hepatocitos con signos de dafio y en contacto con las amibas no se marcan.
(B) Treinta minutos de interaccion. Amibas (Eh) y hepatocitos marcados a la lectina se
observan elongados (flechas) y con ndcleos picnéticos (cabezas de flecha). Se
presentan zonas liticas (L). (C) Una hora de interacciéon. Grandes extensiones de zonas
liticas (L) en la monocapa. Trofozoito intensamente marcado (Eh) y hepatocitos
marcados con la lectina (flechas). Se observan nicleos sueltos en las areas liticas
(cabezas de flecha).

Interaccién de la lectina Gal/GalNAc con el cultivo primario de hepatocitos de hamster

Al analizar las interacciones de la lectina purificada con el cultivo primario de hepatocitos
observamos un dafio menor al presentado por las células del parénquima hepatico
cuando se interaccionaron con amibas integras. A los 5 min de interaccion los
hepatocitos presentaban cambios morfolégicos que fueron indicativos de dafio (Figura 4);
a los 15 min algunos de los hepatocitos presentaban pequefias vesiculas en su
membrana, aunque continuaba siendo menos evidente que cuando se les adicionaron
trofozoitos de E. histolytica, a los 30 minutos el nimero de hepatocitos con signos de
dafio incremento, los hepatocitos perdian su arquitectura caracteristica y adquirian
formas redondeadas, algunos de ellos presentaban desplazamiento de los nucleos,
ademas se observé un nimero creciente de hepatocitos que perdian su adhesividad y se
desprendian de la superficie de la caja, a los 60 min el dafio observado no fue mucho
mayor al que presentaban los hepatocitos a los 30 min de interacciéon. Los hepatocitos
testigo que fueron interaccionados con el amortiguador en el cual se encontraba diluida la
lectina no presentaron dafio alguno, mantuvieron su morfologia caracteristica y no
perdieron adhesividad. Los resultados observados a microscopia éptica muestran cierto
dafio morfoldgico inducido por la lectina purificada al cultivo primario de hepatocitos de
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hamster; no obstante, el dafio fue mucho menor que cuando se interaccioné con la amiba
completa.
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Figura 4.- Inmunocitoquimica de interaccioén de la lectina purificada con el cultivo
primario de hamster.

Cinco minutos de interaccién. La marca se encuentra presente en algunas areas de la
superficie hepética (flechas), otros hepatocitos no se marcan a la lectina. Algunos
hepatocitos presentan signos de dafio pierden su arquitectura caracteristica y presentan
nucleos picnéticos.

Efecto citotoxico directo de la lectina sobre los hepatocitos de hamster

Para analizar el posible efecto citotéxico directo de la lectina se hicieron ensayos de
citotoxicidad in vitro. A la monocapa de hepatocitos se les afiadi6 la lectina y después de
incubar desde 5 hasta 60 minutos se realiz6 el ensayo de viabilidad por el método de
MTT. Se observé una reduccion significativa (*) de la viabilidad de los hepatocitos como
consecuencia de la interaccion de la lectina a los 5, 15 y 30 minutos de interaccién. A los
60 min de iniciada la interaccién el efecto citotéxico no fue mucho mayor al observado en
los otros tiempos de incubacion (Figura 5).
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Figura 5.- Efecto citotéxico directo de la lectina sobre los hepatocitos de hamster.
Los hepatocitos de hamster se incubaron con la lectina Gal/GalNAc (4 ug) durante
diferentes tiempos y al final se determind la viabilidad de los hepatocitos mediante
ensayo con MTT. Hubo reduccion significativa (*, p < 0.05) de la viabilidad de los

hepatocitos como consecuencia de la interaccién con la lectina purificada, alos 5, 15y

30 minutos.

Anticuerpos IgG anti lectina inhiben el dafio de los hepatocitos por E histolytica

Con el fin de establecer el papel de los anticuerpos en la adherencia de los trofozoitos a
la capa de hepatocitos, los trofozoitos se incubaron durante cinco minutos con
anticuerpos policlonales de conejo de la clase IgG anti lectina y enseguida se afiadieron
a la monocapa de hepatocitos. Después de incubar por 30 y 60 min, se realiz6 el ensayo
de viabilidad de los hepatocitos. Como se observa (Figura 6), los anticuerpos IgG
especificos inhibieron el dafio de los hepatocitos. Por el contrario, la IgG de un animal no
inmunizado no tuvo el mismo efecto.
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Figura 6.- Anticuerpos IgG anti lectina inhiben la accién citotdxica de las amibas
sobre los hepatocitos. Los anticuerpos IgG anti lectina (25 ug/ ml) inhibieron
significativamente ( *, p< 0.05) la adhesion de los trofozoitos a los hepatocitos, a partir de
los 30 minutos de incubacién.

Los anticuerpos anti lectina y el complemento no aumentan el dafio de los hepatocitos
Los trofozoitos se hicieron interaccionar por 15 minutos con la IgG anti lectina y
posteriormente se afadieron a la monocapa de hepatocitos junto con el complemento,
después de incubar 30 minutos se midi6é la viabilidad. No se observé citotoxicidad
mediada por anticuerpos ya que no se incrementé el dafio de los hepatocitos (Figura 7).
En forma similar cuando se incubaron los hepatocitos con lectina y posteriormente se
adicionaron los anticuerpos IgG anti lectina y complemento, no se incremento el dafio de
los hepatocitos (Figura 8).
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Figura 7. Los anticuerpos anti lectina y el complemento no dafian a los hepatocitos
previamente incubados con trofozoitos. Los hepatocitos y las amibas se hicieron
interaccionar durante 15 minutos a una relacién de 8:1, transcurrido este tiempo se

adicioné la IgG anti lectina (25-50ug) y complemento (5 y 50ug). No hubo efecto
significativo de los anticuerpos y complemento sobre la viabilidad de los hepatocitos.
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Figura 8. Los anticuerpos anti lectina y el complemento no dafian a los hepatocitos
previamente incubados con lectina. La lectina (10 ug) se hizo interaccionar con los
hepatocitos durante 15 minutos a 37°C. Después se adicionan los anticuerpos anti
lectina (50 ug) y complemento. Después de incubar 30 minutos se midio la viabilidad.
No hubo efecto significativo de los anticuerpos y complemento sobre la viabilidad de los
hepatocitos.

La lactosa inhibe el dafio de los hepatocitos causado por trofozoitos de E. histolytica

Para analizar el efecto de la inhibicibn de la funcién de la lectina amibiana por
carbohidratos, los trofozoitos se incubaron con diferentes concentraciones de
carbohidratos (NacGlu, manosa, galactosa, melobiosa, NAcGal y lactosa) vy
posteriormente se agregaron a la monocapa de hepatocitos de hamster. La viabilidad de
los hepatocitos disminuy6 aproximadamente en un 55% a los 30 minutos de interaccion
con trofozoitos no preincubados con carbohidratos (Figura 9). Cuando las amibas fueron
preincubadas con los carbohidratos NacGlucosamina, manosa, galactosa y melobiosa a
la concentracion de 50mM hubo un ligero restablecimiento de la viabilidad de los
hepatocitos, ya que aproximadamente un 64-68% de los hepatocitos permanecieron
viables a los 30 minutos de interaccion. Sin embargo, solamente la NAcGal a
concentracion de 200mM vy la lactosa a concentraciones de 100 y 200 mM fueron
capaces de bloquear de manera significativa el dafio de los hepatocitos de hamster, ya
gue la viabilidad de los mismos se incremento a 80 y 100% respectivamente.
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Figura 9.-Inhibicién por azlcares del dafio de los hepatocitos. Las amibas se
incubaron con diferentes concentraciones de varios azlcares. Posteriormente las
amibas se afiadieron al cultivo de hepatocitos y transcurridos 30 minutos de incubacion
se realiz6 el ensayo de viabilidad empleando MTT. Los resultados se muestran como la
media y la desviacién estandar (*, P < 0.05; **, P < 0.01).

DISCUSION

Nuestro trabajo demuestra la unién de la lectina Gal/GalNAc de Entamoeba histolytica a
el hepatocito, el efecto que provoca la uniéon de la lectina en el hepatocito y el papel que
desempenfan los anticuerpos anti-lectina Gal/GalNAc y carbohidratos sobre el evento de
adhesion.

Mediante inmunocitoquimica observamos la presencia de la lectina Gal/GalNAc
sobre la superficie y dentro de los hepatocitos de hamster provenientes de cultivo
primario, sugiriéndonos que las células parenquimatosas expresan glicoproteinas que
son capaces de unir a la lectina Gal/GalNAc y que la molécula puede ser introducida al
citoplasma de la célula. La lectina se distribuyé de manera heterogénea, en algunos
hepatocitos se observé un intenso marcaje mientras que en otros la lectina no se unié.
Esto sugiere que existen diferencias en la expresion de glicoproteinas en el hepatocito a
las cuales se puede unir la lectina Gal/GalNAc. Los hepatocitos presentan diferencias
morfofuncionales y bioquimicas dependiendo de su localizacién zonal en el I6bulo
hepatico (zona periportal, zona media y zona pericentral) (25), por tanto no es extrafio
gue observemos diferencias con respecto a la unién de la lectina Gal/GalNAc en el
hepatocito. El patrén de distribucion de la lectina purificada en el hepatocito también se
present6 de manera diferencial, la lectina une algunas areas del hepatocito y en forma de
parches sobre la superficie hepatica, esto pudiera estar relacionado con la expresion
diferencial de glicoproteinas en los diferentes dominios de la membrana plasmatica del
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hepatocito (dominio lateral, perisinusoidal y canalicular) (25). Los hepatocitos localizados
a cierta distancia de los trofozoitos de E. histolytica mostraron también marca a la lectina
lo que apoya la idea de que exista un proceso de secrecion y difusién de la lectina hacia
la vecindad del parasito. Nuestros resultados se correlacionan sélo en parte con aquellos
reportados por Leroy y cols. (26) en donde de manera indirecta mediante el uso del
anticuerpo monoclonal CD6 dirigido contra un antigeno amibiano, detectan la unién del
antigeno a la superficie lateral de células epiteliales, no obstante esto, los anticuerpos
monoclonales y policlonales dirigidos contra la lectina fueron incapaces de marcar las
células epiteliales. El mecanismo molecular por el que la lectina se une y difunde hacia
el hepatocito no es claro a la fecha.

Nuestros resultados nos indican que la unién de la lectina por las células blanco
podria estar relacionada con el efecto citopatico del pardasito, dado que un importante
namero de hepatocitos que unen a la lectina Gal/GalNAc muestran cambios morfolégicos
sugestivos de dafio celular, presentan vacuolizacién, pérdida de arquitectura,
redondeamiento y presencia de nucleos picnéticos. El dafio mediado por lectinas a las
células blanco se ha mencionado con anterioridad en la literatura (27, 28, 29, 30, 31),
donde las lectinas participan en el reconocimiento y adhesion de la célula blanco, esta
adhesion es un prerrequisito para la colonizacion e invasion de las células del huésped.

Los resultados observados a nivel de microscopia de luz de las interacciones de
hepatocitos con los trofozoitos o la lectina purificada correlacionan con los ensayos de
citotoxicidad, es decir, durante la interaccion de las amibas con el cultivo primario
observamos una disminucién en la viabilidad de la monocapa de hepatocitos. En la
interaccion de la amiba con los hepatocitos hubo una disminucién abrupta del porcentaje
de reduccion del MTT, la viabilidad disminuyé mas del 60% desde los primeros minutos
de interaccion, esto correlaciona con reportes en donde se muestra el dafio ocasionado
por E. histolytica sobre diferentes monocapas de células (32, 33). La interaccion de la
lectina purificada con el cultivo de hepatocitos indujo una disminucién en el porcentaje de
células hepaticas viables (25%) esto se relacion6 de manera directa con las
observaciones morfolégicas realizadas por microscopia de luz en donde el nimero de
células dafiadas fue menor que el observado cuando las interacciones se realizaron con
trofozoitos integros. La variabilidad observada en el dafio inducido a los hepatocitos por
las amibas y la lectina purificada puede deberse a que la lectina Gal/GalNAc participe
junto con otras moléculas amibianas en el efecto citotoxico observado en la célula
blanco. No obstante esto, la captura de la lectina Gal/GalNAc constituye un importante
componente del efecto citopatico del parasito.

Recientemente se utilizaron inhibidores especificos para demostrar la participacion
de tres tipos de moléculas en el efecto citotéxico de E. histolytica sobre monocapas de
células MDCK (34), el unico inhibidor que bloqueo la perdida de resistencia transepitelial
provocada por la amiba fue la galactosa, o que sugiere que la lectina Gal/GalNAc
constituye un importante factor de citotoxicidad. También se ha mencionado que la
lectina Gal/GalNAc participa en el proceso citolitico, debido a que durante la incubacion
de la lectina con las células CHO se observa un aumento en la concentracion intracelular
de Ca** similar a la gue induce la amiba, ademas, al adicionar D-galactosa se bloquea
completamente el flujo de ca* y el evento citolitico (35). Finalmente, dentro de las
alteraciones morfolégicas que se observaron en el cultivo primario de hepatocitos que fue
interaccionado con trofozoitos y lectina, se manifestd la presencia de ndcleos picnéticos,
lo que es sugestivo de un fendmeno apoptético. Se ha mencionado que E. histolytica es
capaz de inducir muerte celular programada. En el modelo de absceso hepatico
amibiano producido en ratones con inmuno deficiencia severa combinada (SCID), la
apoptosis inducida por E. histolytica no requiere del ligando Fas/Fas, ni del TNF a (36).
Asi mismo, se ha observado que un inhibidor de caspasas en el modelo de absceso
hepatico amibiano en el raton SCID reduce de manera significativa el tamafio de los
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abscesos hepaticos lo que indica que en la formacién del absceso hepatico amibiano la
apoptosis juega un papel significativo (37).

Con respecto a la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica se observé que la destruccion
de la linea celular mieloide murina (FDC-P1) por trofozoitos de E. histolytica es
dependiente de contacto, con induccién de muerte apoptética, y que este proceso es
inhibido con galactosa lo que sugiere un posible papel de la lectina Gal/GalNAc durante
dicho proceso (38).

Con la finalidad de establecer la participacion de la lectina Gal/GalNAc durante el
evento de adhesién de E. histolytica y el dafio provocado en el cultivo primario de
hepatocitos de hamster se realizaron ensayos de bloqueo de citotoxicidad utilizando
anticuerpos policlonales dirigidos contra la lectina, el bloqueo de la adhesién y el dafio se
midié de manera indirecta mediante ensayos de citotoxicidad. La preincubacién de las
amibas con IgG anti lectina Gal/GalNAc bloqueo el proceso de dafio y permiti6 un
incremento significativo de la viabilidad de los hepatocitos, lo que nos sugiere que al igual
gue en otros ensayos de interaccién in vitro, la lectina Gal/GalNAc participa de manera
importante en el evento de adhesién y en consecuencia en el dafio ocasionado por el
parasito. Se sabe que los anticuerpos monoclonales C12 y 1G7 anti lectina Gal/GalNAc
bloguean la adherencia de trofozoitos de E. histolytica a células de ovario de hamster
chino (CHO) y a mucinas colénicas, en tanto que el anticuerpo monoclonal H85
Unicamente inhibe la adhesién a células CHO lo que nos muestra diferencias en la union
de la lectina Gal/GalNAc dependiendo del tipo celular (39). Trofozoitos de E. histolytica
preincubados con anticuerpos monoclonales anti lectina Gal/GalNAc fueron incubados
con células CHO marcadas radioactivamente (SlCr), los anticuerpos bloquearon la
adhesion y la citotoxicidad hacia las células CHO (40). Asi mismo, fragmentos del gen
gue codifica para la subunidad pesada de la lectina se expresaron como proteinas
recombinantes y se reaccionaron con anticuerpos monoclonales anti lectina, los
anticuerpos reconocieron diferentes epitopes de la subunidad pesada y tuvieron diversos
efectos sobre la adhesion y citotoxicidad; los anticuerpos que reaccionan con el dominio
rico en cisteina de la lectina, inhibieron la adherencia, citotoxicidad y redujeron la
resistencia al componente C5b-9 del complemento (41). Nuestros resultados y los
obtenidos en estudios previos muestran la relevante participacién de la lectina
Gal/GalNAc durante el evento de adhesion y dafio ocasionado por los trofozoitos de E.
histolytica.

Por lo que respecta al posible papel de los anticuerpos y el complemento en el dafio
de los hepatocitos, al parecer tanto los anticuerpos anti lectina como el complemento no
incrementaron el dafio de los hepatocitos; sin embargo, es necesario establecer si los
anticuerpos dirigidos contra otros epitopos de la lectina pueden evitar la destruccion de
los hepatocitos.

Por otro lado, en el blogueo de la adhesion mediado por carbohidratos, observamos
gue Unicamente la lactosa a concentracién de 100mM fue capaz de bloquear de manera
significativa el evento de adhesion y, en consecuencia, reducir el dafio a los hepatocitos,
en tanto que a concentracion de 200mM, NAcGal y lactosa bloquearon significativamente
la unién de la lectina impidiendo el dafio celular, la viabilidad se incrementd en un 80 y
100% respectivamente. AuUn cuando se ha mencionado que la adhesion in vitro de la
amiba es principalmente inhibida por galactosa y N-acetil-D-galactosamina en el caso del
cultivo primario de hepatocitos de hamster NAcGal Unicamente bloqued el evento de
adhesion a 200mM, en tanto que lactosa fue capaz de inhibir de manera importante la
adhesion, nuestros datos correlacionan con aquellos reportados por Saffer y Petri (42) en
donde observan que la lactosa y la N-acetil-lactosamina inhiben casi completamente la
adhesién de la amiba a células CHO, estos carbohidratos fueron los inhibidores mas
potentes incluso que la galactosa durante la adhesion de trofozoitos a células CHO. Asi
mismo Liy cols (13) compararon la adhesion de trofozoitos con un panel de células CHO
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mutantes, que presentaban patrones de glicosilacién alterados y cuyos resultados
mostraron que N-acetil-lactosamina fue el mas efectivo; la lactosa a 50mM también
inhibié el fenémeno de adhesion. Al interaccionar amibas con monocapas de una linea
de células de carcinoma colénico humano (HT-29), N-acetil-lactosamina fue el inhibidor
mas potente durante la adhesién, ya que concentraciones de 10mM lograron bloquear la
adhesion en un 98% (43). Aun cuando se ha mencionado que la Galactosa y N-acetil
galactosamina son los carbohidratos mas efectivos para bloquear la adhesién hacia los
diferentes tipos celulares (11,44,45,5), en el caso del hepatocito que es la célula blanco
en el absceso hepatico amibiano, la lactosa es mucho mas eficiente en bloquear la
adhesion de la amiba mediada por la lectina Gal/GalNAc. Las diferencias observadas en
la adhesion de la amiba a las diferentes lineas celulares pueden deberse a diferencias en
la estructura y expresion de los carbohidratos.

Con todos estos datos podemos sugerir que la lectina de unién a galactosa/N acetil
D-galactosamina es una molécula que participa de manera muy importante en la
patogénesis del absceso hepatico amibiano. Los azUcares lactosa y NAcGal fueron
capaces de inhibir el evento de adhesién de la amiba y como consecuencia disminuir el
dafio en el cultivo primario de hepatocitos de hamster. Nuestros estudios con los
anticuerpos anti lectina de 260 kDa mas el complemento al parecer no participan de
manera importante en el bloqueo de la adhesiéon a la célula blanco, estos resultados
aunque preliminares deben realizarse con epitopes de la lectina que inhiban el evento de
adhesion y por lo tanto eviten la destruccion de los hepatocitos por la lectina.
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