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INTRODUCCIO

Els protozous del genere Acanthamoeba causen infeccions croniques en
humans com: meningoencefalitis granulomatoses, patologia respiratoria,
corneal, dels sins de la cara, dels ossos. Les infeccions d”Acanthamoeba presen-
ten aspectes no clars sigui relativament als mecanismes de defensa de I’hoste,
sigui relativamente als factors de patogenicitat i viruléncia del protozou.

L’efecte patogen de les amebes, com també dels altres microorganismes,
depen de I'adhesic a les cel-lules epitelials de 1’hoste i d’eficients mecanismes
d’invasio. Aqueixos ultims poden ésser conseqiiencia del lliurament d’enzims
litics (proteases, lipases, etc.) i de la capacitat de damnejar les cel-lules
infectades amb fagocitosis o amb toxines o altres molecules que modifiquen la
permeabilitat de la membrana cel-lular.

Amb la intencié d’especificar els factors de patogenicitat d’ Acanthamoeba,
havem estudiat in vitro l'efecte citopatic de I’ Acanthamoeba castellanii, utilit-
zant com model cel-lules epitelials humanes d’origen amnica (Wish). Sén
estats examinats siguil’efecte citopatic directe, causat per la incubacié conjun-
ta dels trofozoitics amb les cel-lules de colpir, sigui I’efecte indirecte (citotoxic)
causat de les substancies lliurades en el medi de cultiu.

Dirigint I'atencié amunt dels produits citotoxics excretats/secretats del
protozou, és estada valurada llur accio sobre: (a) el creixement, vitalitat i
morfologia cel-lular; (b) I'index mitotic; (c¢) la concentracié del calci intra-
cel-lular lliure ([Ca?']i); (d) el DNA.

MATERIALS I METODES

Els trofozoits d’ Acanthamoeba castellanii, isolats d"un pacient amb queratitis
bilateral, en I'Institut de Microbiologia d’Ancona (Italia), son estats cultivats
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en Acanthamoeba Medium a 25°C, utilitzant ampolles T-25 esterils. Abans de
cada experiment, les amebes, mentre creixien en manera logaritmica, eren
rentades dues vegades amb tamp¢ fosfat sali (PBS) a pH 7,4 i sospeses en
Roswel Park Memorial Institut Medium 1640 (RPMI), dit també PBS.

Havem mantengut les cel-lules Wish en RPMI 1640 sumat amb el 10 per cent
de serum de bou fetal (FCS), amb 100 UI de Penicil-lina G e 100 pg/cc de
streptomicina sulfat i cultivades en ampolles T-25 esterils a 37°C, enriquides
al 5 per cent amb CO,. Quan les cel-lules formen un estratus compacte, previ
tractament amb tripsina-EDTA al 25 per cent en PBS, se dilueixen en el medi de
cultiu i se transfereixen en noves ampolles. Abans de cada experiment se conta-
ven les cel-lules en Nageotte e se prenien en consideracio si el percentatge de
vitalitat era superior al 95 per cent. Es estat utilitzat un colorant a la nigrosina.

L’activitat citopatica dels trofozoits i aquella citotoxica causada de part de
substancies produides de les amebes dins el medi de cultiu, és estada mesura-
da amb un meétode radiometric. Una suspensié de cel-lules Wish marcades
amb 3H-uridina, a la concentracié de 2,5 x 10* cel-lules/cc, se repartiven en
plaques microtiter de 96 places. Després de 4 dies d’incubacio, tret el medi de
cultiuirentades amb RPMI, se infectaven les Wish o amb amebes en suspensio
de RPMI que contenien Hepes 20 mM, o amb el medi mateix modificat per 15 h
de part dels protozous, pero sense trofozoits. La concentracio del superjacent
se obtenia filtrant-lo amb microconcentradors centricon-10 que tenien un limit
de exclusi6 de 10.000 Daltons. A 24 h de la infeccié se mesurava la radioacti-
vitat del cultiu, utilitzant tecniques d’escintil-lacid liquida. La quantitat de 3H-
uridina que era deslliurada de les cel-lules marcades era proporcional a la
citogenicitat de les amebes.

L’accio de les substancies de I A. castellanii sobre la proliferacio i la vitalitat
cel-lular és estada estudiada analitzant com creixien les Wish amb o sense el
midium metabolitzat dels trofozoits. Les cel-lules Wish en plaques esterils de
24 places (1 x 10°/ plaga) i cultivades per 10 h com havem dit, tret el medi de
cultiu eren cultivades amb 1cc de RPMI + Hepes mM o 1 cc de superjacent
d’A. castellanii obtingut cultivant els protozous (3 x 10°/cc) en el mateix medi
per 15 h. De seguit se contaven les cél-lules en Nageotte, per valorar'n el
percentatge de vitalitat.

L’index mitotic de les cel-lules Wish, cultivades amb o sense superjacent
d’A. castellanii, és estat calculat al microscopi, analitzant el percentatge dels
fusos mitotics presents colorats amb tecniques de imunofluorescéncia indirec-
ta. Com anticos primari havem utilitzat el monoclonal antitubulina TU-01;
com anticos secundari, IgG antirata lligades amb fluorescina (FITC).

La quantitat [Ca’']i és estada mesurada per espectrofluorometria amb un
aparell Hitachi F2000, aprofitant de la propietat fluorescent de l'indicador
calci-sensible Fura-2AM. Una solucié de 0,5 de suspensio de cel-lules fito
marcades amb FURA-2AM son estades posades en solucio tampo Hepes (NaCl
137 mM, MgSO, 1,2 mM, CaCl, 1,5 mM, KCl; mM, Glucosa 15 mM, pH 7,4) a
la concentracié de 2,5 x 10° cel-lules/ cc, despres lligides a 1'Hitachi per 500
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segons. En aqueix temps, afegint els produits de les amebes incubades en PBS,
osolamentlasolucio tampg, se controlavala fluorescénciaila concentracio del
calci lliure en les cel-lules utilitzades i en els controls.

L’efecte de les substancies solubles produides de I'A. castellanii sobre el
DNA de les cel-lules Wish usades, és estat analitzat després de haver tractat les
Wish per 17 h amb RPMI 20 mM Hepes. Amb el DNA obtengut, purificant
segons el Current Protocol en Biology Molecular Unit 2.2.11 2.2.2 (1994), se
feva una electroforesis sobre gel de agarosa (1,2%), emprant com DNA estan-
dard AVI (2176-154 pb) e AFHIX (1358-72 pb).

Tots els experiments son estats efectuats almanco 3 vegades. Les diferen-
cies entre els grups son estades precisades amb el text de Student, definintamb
significanga estatistica aquelles amb p <0,05.

RESULTATS

Activitat citopatica i citotoxica: les cel-lules Wish, preventivament marca-
des amb 3H-uridina, infectades de 1’A. castellanii, causen un augment de
radioactivitat en el medi de cultiu proporcionat a la quantitat de trofozoits
presents en I'inocul (Fig. 1). La microscopia a contrast de fases indica que les
cel-lules fito (Wish), després del contacte amb les amebes, son lisades i en gran
part fagocitades (Fig. 2a, 2b).

Els superjacents, obtenguts incubant els trofozoits en el mateix medi
utilitzat per les cel-lules epitelials, causen, també si un poc menys, una cessio
de 3H-uridina; augmentant-ne la concentracid, creixi l’efecte toxic que és més
o manco igual a aquell provocat pel contacte directe dels protozous amb les
cel-lules. L’efecte citotoxic és augmentat preincubant les amebes amb inibidors
de la proteasa (0,5 pug/ ccleupeptyn, 20KU / cc trasylol; 10 uM PMSF) (Fig. 1). Les
cel-lules Wish després d’aqueix tractament, prenen una forma quasi rodona i
presenten blebs en la membrana cel-lular (Fig. 2c).

La proliferacié cel-lular és estada analitzada per 9 h consecutives; temps
més llargs interferien amunt de la crescuda de les cel-lules de control, per la
mancanga de serum en el medi de cultiu d’aqueixes ultimes.

Els superjacents d"A. castellanii després de 90 minuts de incubacié provo-
quen un bloc significatiu de la divisié cel-lular, ma no una disminucié del
percentatge de vitalitat; aqueix efecte continua per tot el temps considerat
(Fig. 3a, 3b). L'index mitotic de les cel-lules en contacte de les produits de I'A.
castellanii és significativament major confrontat amb els controls (Fig. 4).

Havem vist que el tampd PBS en contacte per 1, 2, 3 h amb trofozoits d’A.
Castellanii, provoca un augment important de la [Ca']i en les cel-lules Wish,
mentre el PBS de sol o posat en contacte amb altres trofozoits (Trichomonas
vaginalis) no canvia aqueix parametre (Fig.5). Pero I'augment dela [Ca*']idura
solament 2 minuts, també si no se torna completament a la situacié de
partenga. L’augment del [Ca*']i no se verifica si les cel-lules Wish se incuben
per 20 minuts amb Rajonidina (100 mM) i després se mesclen amb les substan-
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FIG. 1. Citopatogenicitat d’ Acanthamoeba castellanii sobre cél-lules Wish, després de 24 h de

incubacio.

cies produides de I'A. castellanii. En els nostres experiments, les cel-lules
vengudes en contacte dels metabolits d"A. castellanii mostren una parcial
degradacio del DNA amb I"aparicié d’un fragment de quasi 400 pb, cosa que
no se veu en els controls (Fig. 6).

CONCLUSIONS

Els resultats mostren que 1I’A. castellanii té una accio citopatica sobre les
cel-lules epitelials Wish que havem emprat. El dany cel-lular és degut sigui al
contacte directe protozou/ cel-lula fito, sigui a la sintesis i a la secrecio de part
del protozou de substancies toxiques. L’efecte citopatic directe és caracteritzat
per I"adhesio a les cel-lules colpides, per la lisi cel-lular i per la fagocitosi.

L’efecte citotoxic és causat per substancies deslliurades d’amebes vitalsino
en conseqiiencia d’una llur lisi, dat que les amebes mantenen la forma
trofozoitica sigui en RPMI que en PBS. L’augment de citotoxicitat en presencia
d’enzims proteolitics sensibles al leupeptyn, trasylol i PMSF, pot fer pensar
que les substancies toxiques produides de la nostra ameba siguin parcialment
de natura proteica i facilment degradables. L’acci6 citotoxica s’explica per:
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FIG. 2. Microscopia optica de contrast de fases. A) Cel-lules de control; B) Després d'una
incubacio per 24 h amb 3 x 10* de trofozoits per placa; C) En incubacié per 24 h amb RPMI 20 mM
Hepes metabolitzat per 15 h de 3 x 10° trofozoits / cc.
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FIG. 3. A) Corba de creixement de cel'lules Wish tractades amb RPMI 20 mM Hepes
metabolitzades per 15 h per Acanthamoeba castellanii; B) Percentatge de vitalitat de cel-lules Wish
tractades amb RPMI 20 mM Hepes metabolitzades per 15 h per A. castellanii.
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FIG. 4. [ndex mitotic de cel-lules Wish tractades amb RPMI 20 mM Hepes metabolitzades per
15 h per Acanthamoeba castellanii.



CONTRIBUCIO DE L'ALGUER 213

400 F -
[ Tractades Y @P<001v.c
—
DComvol
L]
300 + LW
b3
(<
o ]
© 200 f R
100
0
< = = = o
@ g 2 = 3. g
a =y o oo >
= g _£g =) S E i
= L+ © = Zn
S g 3:f 3 2 3
3 =4 Boo = co o
o E5. e} B = -
o » = =, 1
© fes) O [cN=] Q
o «© ‘@ 0 iy
s T +

FIG. 5. Variacio de la [Ca’*]ien cél-lules Wish en contacte amb les substancies produides en
PBS d’ Acanthamoeba castellanii.

— immediat increment del calci intracel-lular lliure. Aqueix fenomen, per
ara, pareix degut a la cessio d’ions en el reticle endoplasmatic (RE) i no a un
passatge a través de la membrana cel-lular; efectivament, després del tracta-
ment amb Rajonidina (que causa la replecio del Ca?* del RE), les substancies
escretes per I’A. castellanii son inactives;

- modificacions morfologiques amb la formacié de blebs a nivell de la
membrana cel-lular;

— rapid bloc de la capacitat de proliferar, deduit controlant els fusos
mitotics;

— degradacio del DNA.

Aqueixos fets porten un dany cel-lular que després de 24 h és irreversible.

El calci té un important paper, controlant moltes activitats enzimatiques i
regulant el mecanisme dels gens. Les modificacions de les caracteristiques
morfologiques i bioquimiques, de l'activitat proliferativaila fragmentacio del
DNA, son tots processos causats per la modificacié de I'homeostasi del calci.
Per aixo pensem que el gran i rapid augment de la [Ca?']i és la base de I'accio
citotoxica de I’A. castellanii.
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FIG. 6. Electroforesis sobre gel d’agarosa (1,2%) del DNA extracte de cel-lules Wish tractade
h) i no amb RPMI 20 mM Hepes metabolitzat per 5 x 10" trofozoits / «
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