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RESUMEN 

En este trabajo reportamos el estudio de las proteínas 

ribosomales de Entamoeba histolytica utilizando como modelo de estudio 

lasclonás A, sensible a emetina (Emts) y c9 resistente a emetina 

(EmtR). Las proteínas ribosomales de ambas clonas se aislaron y se 

analizaron tanto en geles unidimensionales como en bidimensionales. 

En la electroforesis unidimensional en geles de poliaclilamida SOS se 

observó la presencia de proteínas mayores a 68,000 daltones generalme~ 

te no reportados en otros sistemas . El análisis densitométrico de los 

geles detectó 125 proteínas de un rango de peso molecular de 14,000 

hasta 112,000 daltones. Medi ante estos métodos de análisis electrofo-

rético el patrón varía según el protocolo de extracción de las proteí-

nas siendo más útil el protocolo propuesto por Horac y Schiffman, O. 

(1977), ya que las proteínas de bajo peso molecular tienen mayor reso­

lución. En los geles bidimensionales pH 8.6 X pH 4 .5 se analizaron 

las proteínas ribosomales ácidas y básicas pudiéndose detectar solo 4 

proteínas ácidas semejantes en las dos clonas A (Emts) y c9 (EmtR) y 

44 manchas de proteínas ribosomales totales de tipo básico en la clona 

c9 (EmtR). Las proteínas ribosomales básicas de ambas clonas se anali 

zaron también en geles bidimensionales pH 4.5 X SOS mediante la técni­

ca propuesta por Mets y Bogorad (1974) modificado por Gorenstein y 

Warner (1976). Mediante esta técnica se detectaron también varias ma~ 

chas de proteínas ribosomales que corresponden a cuando menos 44 pro­

teínas ribosomales de tipo básico en las clonas A (Emts) y c9 (EmtR ). 

El análisis comparativo de las proteínas ribosomales de las clonas ana 

lizadas en geles bidimensionales pH 4.5 x SOS mostró varias diferen-



cias cuantitativas y cualitativas en las clonas. Dos proteínas modif.!. 

cadas de 42 Kd y 18 Kd, están aparentemente modificadas en la clona mu 

tante (EmtR). Adem.1s, en comparación con las proteínas ribosomales bá 

sicas de Saccharomyces cerevisias se observó en Entamoeba histolytica 

la ausencia de una de las proteínas de la fracción 60 S, clasificada 

como la número dos en un sistema bidimensional pH 4.5 x SOS en la leva 

dura por Gorenstein y Warner (1976). 
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

Clasificación Taxon6mica de Entamoeba histolytica 

Phylum Protozoa 

Subphylum Sarcomastigophora 

Supercl ase Sarcodina 

Clase Rhizopoda 

Orden Amoebida 

Familia Entomoebidae 

Género Entamoeba 

Especie Entamoeba histol~tica (Faust y 
col. 1975). 

FHYLUM PROTOZOA (protos= primero, zoo= animal) 

La mayor parte de los protozoarios poseen todas las es-

tructuras celulares típicas de un eucoriote: mitocondrias , niícl eo, nu-

c1eolo, vacuolas , retículo endoplásmico, etc., de tal manera que aun-

que un protozoo sea unicelular es un organismo completo, ya que en su 

estructura se ll evan a cabo todas las funciones propias de un animal 

rrulticelular. El cuerpo del protozoo está limitado por una membrana 

celular típica de celulas eucari6ticas. En el citoplasma se pueden oE_ 

servar tanto el ectoplasma como el endoplasma, este último es mas fluí 

do. El núcl eo es casi siempre vesiculado, contiene buena cantidad de 

nucleopl asma y uno o más nucleolos llamados a veces endosomas. 

Los organos locomotores pueden ser flagelos, cilios o 

seudopódos. Los protozoos contienen vacuolas contráctiles, las cuales 
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brindan equilibrio hídrico. Pueden ser autótrofos, saproz6icos, halo­

z6icos y la digestión ocurre intracelulannente mediante vacuolas dige~ 

tivas, las cuales sufren cambios en pH, ya que las vacuolas digestivas 

tienen características ácidas antes de que se fusionan con el fagosoma 

de tal manera que al entrar las enzimas lisosomales al fagosoma, el ~ 

dio de éste se alcaliniza. Los protozoos son anaerobiosy · facultati­

vos, su principal producto de desecho metabólico es el amoníaco. 

El tipo de reproducción de los protozoos es asexual, en 

el cual encontramos las modalidades de fisión binaria, gemación y ez­

quisogonia, también se puede observar en ellos reproducción sexual tal 

como se observa en algas. El enquistamiento es una característica del 

ciclo vital de muchos protozoos, que les permite sobrevivir bajo condl 

ciones adversas en el medio ambiente, esta resistencia a las condicio­

nes adversas esta dada por la formación de una pared rígida de quitinl 

na en los quistes de amibas, que le sirve como protección contra la 

temperatura, desecación o de dispersión tanto por el viento, corriente 

de agua así como de otros agentes de contaminación tales como la mate­

ria fecal. (Bar.nes, R. 1977). 

SUBPHYLUM SARCOMASTIGOPHORA 

Son protozoos pa rásitos, que poseen gametos flagelados 

en alguna de las fases de su ciclo vital. Dentro de los grupos de or­

ganismos que conforman este subphylum se puede incluir organismos ta­

les como las amibas, heliozoos y radiolarios. 
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CLASE RHIZOPODEA 

Presentan estructuras del tipo de las lobopodios, filo 

podios y reticulopodios que participan en su alimentación . 

SUBCLASE LOBOSIA 

Los seudopódos de los organismos que pertenecen a esta 

subclase suelen ser lobopodios. (Barnes, R. 1977) . 

ORDEN AHOEBIDA 

Son protozoarios sin cápsula, verbigracia Pelomyxa 

amoeba, Entamoeba Hi dramoeba. No se ha demostrado en ellos reproduc­

ción sexual, son fagotróficos, son habitantes de agua dulce, de aguas 

marinas, son endozóicos y entre ellos un gran número son parásitos . 

Los organismos que habitan en agua dulce poseen vacuolas contráctiles, 

mientras que en las especies endozóicas y en las mari nas no se ~ncuen ­

tran estas estructuras. Otra estructura que distingue al orden 

AMOESIDAE es que tiene la capacidad de formar quistes para su disper­

sión, como es el caso de Hartmanela y I· histolytica. 

FAMILIA ENTAMOEBIDAE 

Son trofozoítos pequeños que habitan en el intestino de 

invertebrados y de vertebrados, contienen en su citoplasma vacuolas, 

se multiplican por fisión binaria, fonnan quistes y la diferencia en ­

tre los trofozo1tos que parasitan a vertebrados e invertebrados está 
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basada principalmente en el arreglo de la cromatina nuclear. 

GENERO ENTAMOEBA 

La amiba responsable del padecimiento de la amibiasis 

en el humano pertenece al género ENTAMOESA . Dentro de este género se 

encuentran un gran número de especies y que pueden clasificar según el 

número de núcleos del quiste maduro (Tabla I). 

TABLA I. 

l. Grupo octanucleado. 

.L coli 

E. mus is 

2. Grupo tetranucleado. 

E. histol,l'.tica 

E. invadens 

E. ranarum 

3. Grupo uninucleado. 

E. bovi s 

E. jeb 1 ieckin 

E. polecki 

4. Especie que no enquista. 

~· gingivalis 

que parásita al hombre. 

que parásita al ratón. 

que parásita al hombre. 

que parásita a réptiles. 

que parásita a ranas. 

que parásita al ganado. 

que parásita la cabra. 

que parásita a los puercos. 

que parásita al hombre. 
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CICLO BIOLOGICO DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

El ciclo de vida de f. histolytica comprende dos esta­

dios, la forma trofozoítica que normalmente vive en el intestino del 

ser humano y la forma quística. El trofozoíto se multiplica mediante 

el proceso de fisión binaria, el cual se lleva a cabo en el intestino 

del ser humano . El trofozoíto puede pasar del estado vegetativo o 

trofozoítico al estadio~!equisticofste último al igual que el trofo­

zoíto presenta movilidad, con la diferencia de que el prequiste es de 

un tamaño menor que el trofozoíto. Bajo ciertas cir~unstancias aún no 

definidas el trofozoíto es capaz de invadir el epitelio intestinal y 

puede de esta forma diseminarse en el organismo del huésped. 

Asimismo, el trofozoíto puede enquistarse en el colon 

del huésped lo que permite que los quistes pueden ser excretados con 

las heces fecales y que las amibas abandonen al portador e infecten a 

otro huésped . Por vía oral los quistes llegan nuevamente al intestino 

en donde pierden su cubierta protectora, liberándose con esto los tro­

fozoítos, completándose de esta forma su ciclo de vida (Arroyo­

Begovich, 1981). 

EPIDEMIOLOGIA 

Se ha reportado que la infección por f . histolytica ti~ 

ne una distribución universal, afectando en promedio al 20% de lapo­

blación en el 111.1ndo. En México, esta parasitosis se presenta entre el 

2% y el 9% de la población (Gutiérrez y col . , 1976), predominando en 

los medios pobres de condiciones sanitarias inadecuadas. El muestreo 
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de individuos en zonas marginadas mostró, que una gran proporción de 

personas son portadores sanos y sólo una minoría presentó sintomas de 

amibiasis, como consecuencia de la invasión tisular amibiana. Por otro 

lado en 1974 se realizó una encuesta serológica de 20,000 individuos de 

toda la República Mexicana, se encontró que el 5.95% de las personas P.2_ 

seen anticuerpos contra I· histolytica siendo el grupo más afectado los 

niños de 5 a 9 años de edad entre los cuales el 6.84% presentó reacción 

serológica positiva a I· histolytica. La fuente de contagio fue siein­

pre las heces fecales del ser humano enfenno o portador de quístes de 

f . histolytica y el mecanismo de transmisión se estableció por la ingel 

tión de alimentos o de agua contaminada. (Gut Hrrez y col., 1976) 

PATOGENIA 

Como ya se dijo la infección por I · histolytica se ad­

quiere por la ingestión de quistes. En la mayoría de los casos no se 

produce enfermedad, pues el parásito vive como comensal inocuo en la 

luz del intestino, bajo la forma prequística. En determinados casos y 

por causas desconocidas el trofozoíto es capaz de invadir los tejidos 

y de producir enfermedad . Diversos factores se han propuesto para ex­

plicar porque el trofozoíto puede comportarse como un organismo patóg! 

no o virulento en determinadas circunstancias. Para ello se ha sugerl 

do la existencia de diferentes cepas con diferente grado de virulencia 

(Sergeaunt y Williams, 1973), las cuales en determinado momento pueden 

invadir el epitelio intestinal del huésped, siendo ésto favorecido en 

individuos mal alimentados o desnutridos, (Gutiérrez y Kumate, 1980). 

Tani>ién se ha propuesto que la invasión amibiana del huésped, esté in-
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timamente relacionada con la coexistencia de trofozoítos de E. 

histolytica con bacterias enteropatógenas, (Witter y Rosenbeau, 1970). 

Recientemente se ha propuesto que ciertos factores genéticos e intrín­

secos de clonas de I· histolytica tienen un papel muy importante en la 

Vi rulencia amibiana (Orozco y col., 1985). 

MORFOLOGIA 

El trofozoíto de I· histolytica tiene un diámetro apro­

ximado de 22µ, (Martínez-Palomo, 1982). Presenta una membrana plasmá­

tica de un grosor de 12µ (González-Robles y Martínez-Palomo, 1983). 

El citoplasma por su aspecto se divide en ectoplasma y endoplasma. El 

ectoplasma es de aspecto translúcido, está íntimamente en contacto con 

la parte interior de la membrana pl asmá tica y se encuentra libre de 

granulaciones, ocupando una porción reduc ida del citoplasma . Por el 

contrario, el endoplasma es granulado y en él se encuentran los fagoli 

sosomas, los cuerpos cromatoides y partículas de glucógeno (Martínez­

Palomo y col., 1982). E. histolytica carece de mitocondrias, retículo 

endoplásmico y de aparato de Golgi (Rosenbaum y Wittner, 1970). El 

núcleo es esférico y vesiculado, está constituido por una membrana nu­

clear que presenta en su superficie interna cromatina (Cervantes, 

1980). Por otro lado el quiste en fase madura contiene cuatro nú­

cleos. El tamaño es variable, los quistes pequeños miden de 6 a 8µ y 

de 10 a 14µ los quistes grandes. El quiste está protegido con una pa­

red celular rica en quitina , la cual es fluorescente a la luz ultravio 

leta. A diferencia del trofozoíto el quiste es altamente resistente a 

las condiciones ambientales, dado que el quiste puede vivir de 4 a 5 
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semanas a temperatura ambiente, de 2 a 3 meses de 4°C y 4 meses a 2ºC 

(Elspeth y McConnachie, 1969). 

OBTENCION DE ENERGIA Y NUTRICION DE E. HISTOLYTICA 

E. histolytica es un protozoario anaerobio facultativo, 

el producto final de la glicólisis anaerobia en f. histolytica es co2 
y etanol, pero bajo condiciones aerobias se incrementan la producción 

de acetato con un consecuente decaimiento en la producción de etanol 

(Weinbach y Daimond, 1970). Bajo estas mismas condiciones aerobias, 

Weinbach y col ., en 1976 realizaron estudios que demostraron que f. 

histolytica es capaz de oxidar glucosa , galactosa , etanol, isopropa­

nol, serina, piruvato, NADH y NADPH. Este parásito carece de mitocon­

drias (Rosembaum y col., 1970), por lo que no se puede pensar en un 

sistema de transporte de electrones clásico. Igualmente se ha demos­

trado que este parásito no posee ciclo de Krebs (Weinbach y Daimond, 

1974). Sin embargo se han encontrado flavo-proteínas implicadas en un 

transporte de electrones primitivo. Hsin-Sheng Lo y Richard E. Reves, 

en el año de 1980 estudiaron la flavin oxidoreductasa de f. histolyti­

ca encontr~da que tienen una masa relativa de 40,000 daltones y 

38,000 daltones de peso molecular, estimado por electroforesis y por 

filtración en columna. Estos resultados en comparación con lo repor­

tado en otros sistemas eucarióticos demuestran , que las oxidoreducta­

sas de I· histolytica son de un peso mayor (Yubisoi y col., 1977), ya 

que por ejemplo en eritrocitos se ha encontrado que estas enzimas tie 

nen un peso molecular de 22,000 a 23 ,000 daltones de masa relativa. 

Por otro lado se sabe la nutrición de E. histolytica es halozoica y 
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se lleva a cabo por procesos de fagocitosis y pinocítosis. La degrad! 

ción de alimentos se efectúa en los fagolisosomas, donde se encuentran 

diversas enzimas, como lipasas, proteasas, ribonucleasas, etc . (Kudo, 

1966). 

RIBOSOMAS 

Los estudios realizados por Brachet, (1930) y 

Caspersson, (1940) demostraron que en las c~lulas existen partículas 

diminutas que contienen RNA. Posteriormente Brachet aisló estas partí 

culas diminutas puras, a partir de un extracto celular y encontró que 

además de contener RNA son ricas en proteínas. Este mismo investiga­

dor propuso que el papel de estas partículas denominadas RIBOSOMAS tie 

nen la función dentro de la célula de sintetizar proteínas. Estos re­

sultados fueron más tarde confirmados por otros investigadores quienes 

observaron los ribosomas mediante microscopía electrónica (Schachman, 

Parter y Stanier, 1940). Posteriormente Watson y Ti ss i eres a fines de 

la década de 1950, realizaron estudios cuanti t at ivos de la composición 

bás ica del ribosoma, encontrando que el ribosoma está constituido por 

un 64% de RNA y de 36% de proteínas en células procarióticas. Estos 

conoc imientos di eron la pauta para def inir un ribosoma , desde el punto 

de vista bioquímico, como un agregado múltimolecular, cuyas estructu­

ras pr incipales son RNA, proteínas ácidas y proteínas básicas. Esta 

característi ca multimolecular ha permitido identificar y aisla r los r i 

bosomas puros, ya que estas estructuras absorben luz ultravioleta a 

250 nm . Warner y col., 1963 estudiaron las unidades ribosomales de or 

gani smos eucarióticos y procarióticos, encont rando diferencias en el 
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coeficiente de sedimentación de los sistemas estudiados, ya que los ri 

bosomas de l os eucariotes tienen una constante de sedimentación 80 S 

mientras que de los procariotes tienen constante de sedimentación 70 

S. Los ribosomas están constituidos por dos subunidades ribosomales. 

Sherton y Wool (1974), demostraron que los ribosomas están formados 

por dos subunidades cuya interacción es sensible al efecto de la fuer­

za iónica, fundamentalmente a la concentración de magnesio. Es decir, 

que a bajas concentraciones de magnesio (10-5 M) se favorece la diso­

ciación de las subunidades que confonnan el ribosoma y con altas con­

centraciones de magnesio (10-2 M) se detectan las unidades ribosomales 

sin disociar. Las constantes de sedimentación de las subunidades ribo 

somales, varían dependiendo del protocolo de aislamiento. Cuando se 

utiliza EDTA, las constantes de sedimentación de las subunidades ribo­

somales eucarióticos, son 50 S y 30 S (Girarde y col . , 1965), y en pr~ 

sencia de alta concentración de sal las subunidades ribosomales tienen 

una constante de sedimentación de 60 S y 40 S (Martín y col . , 1968). 

Por otro lado, se han caracterizado los RNAs y las proteínas ribosoma-

les tanto de procariotes como de eucariotes. La caracterización de es 

tas moléculas está basada principalmente en sus masas relativas y en 

su secuencia de nucleótidos, así como en las características ácidas y 

básicas de las proteínas que conforman el ribosoma, como por ejemplo 

en procariotes la fracción 30 S tienen una molécula de RNAr 16 S forma 

do por 1600 nucleótidos y 21 proteínas diferentes con pesos molecula­

res que fluctúan entre 65,000 a 10,000 daltones. La fracción 50 S 

posee dos moléculas de RNAr, una con 3200 nucleótidos {RNAr 23 S) y 

otra menor con 120 nucleótidos {RNAr 5 S) así como 33 proteínas 
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{García y Vázquez. 1977). Asimismo en eucariotes se han encontrado 3 

moléculas de RNAr en la fracción 60 S que se han denominado, de acuer-

do a su coeficiente de sedimentaci6n, como el 28 S con un peso molecu­

lar aproximado a 1.7 X 106, el 5 S y el 5.8 S tienen un peso molecular 

aproximado a 0.9 X 106 daltones. Mientras que en la fracción 40 S se 

encuentra un RNAr 18 S con un peso molecular 0.7 X 106• El número de 

proteínas ribosomales que están en la fracción 60 S es de 40. cuyos P! 

sos moleculares fluctúan ·11,500 a 41,000 daltones de peso molecular en 

promedio, mientras que en la fracción 40 S se encuentran 30 proteínas 

que tienen pesos aproximados de 11,200 a 39,000 daltones (Wool, 1979). 

Recientemente se han estudiado los ribosomas de organismos eucarióti­

cos, como por ejemplo en hongos, amibas de vida libre, amibas parás i­

tas de poiquilotermos y en células de mamíferos entre otros (Ver más 

adelante). El estudio de los ribosomas en los diferentes organismos 

es muy importante desde el punto de vista evolutivo y filogenético, ya 

que el conocimiento de estas estructuras a ur. nivel molecular darí~ 

más información sobre la posible relación filogenética entre los orga­

nismos menos complejos (procariotes) y los más complejos (eucariotes). 

Ya que se tiene conocimiento de que los coeficientes de sedimentación 

de los ribosomas cercanos a 80 S pertenecen a los ribosomas típicos de 

células eucarióticas , mientras que los ribosomas de procariotes tienen 

un coeficiente de sedimentación cercano a 70 S de la unidad ribosomal. 

Asimismo se han encontrado ribosomas de mitocondrias y de cloroplas· 

tos , que presentan un coeficiente de sedimentación muy bajos (50 S) en 

relación con lo reportado en otros organi smos, lo que apoya la hipóte-

si s de que este tipo de estructuras u organelos de las células eucarió 
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ticas podr,a ser algOn tipo de célula primitiva (Endosi~biontes}. 

Recientemente se han reportado estudios de ribosomas de hongos que du-

rante su ciclo de vida presenta una fase ameboide, como son en 

Oictyostelium discoideum y Dictyostelium purpureum, (Ceccarin y 

Moggio, 1g68), encontraron que los coeficientes de sedimentación para 

la unidad ribosomal de Q. purpureum es de 78 S, mientras que para las 

subunidades ribosomales mayor y menor son de 56.6 S y 36.0 S respecti-

vamente. En Q. discoideum, la unidad ribosomal presentó una constante 

de sedimentación de 86 S y para las subunidades presentó una constante 

de sedimentación de 60.4 para la fracción mayor y 37.6 para la menor. 

Los ribosomas de estos hongos son sensibles a las bajas concentracio­
-5 nes de magnesio, siendo estas de 5 X 10 M para Q. purpureum y de 2.5 

-4 X 10 M para Q. discoydeum. 

Boublic y Ramagopal, en el año de 1980, también estudi~ 

ron los ribosomas de O. di scoideum durante dos estadios de su ciclo de 

vida, tanto en la fase de espora como en la forma vegetativa, encon­

trando diferencias estructurales en los ribosomas, estas diferencias 

fueron detectadas meaiante estudios de dicroísmo circular óptico y de~ 

naturalización térmica de los ribosomas enteros y de las subunidades. 

Para las subunidades en estadio de espora la desnatura-

lización ténnica es de 42ºC mientras que en el estadio ameboide es de 

45ºC . Asimismo, la unidad ribosomal en el estadio de espora presentó 

una mayor estabilidad, ya que se desnaturalizó hasta los 58°C, mien­

tras que los ribosomas en la fase ameboide se desnaturalizaron hasta 

los 54ºC. Por otro lado, mediante dicroismo circular óptico, se de-
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terminó que los ribosomas del hongo en el estadio vegetativo poseen m! 

yor enrollamiento, de un 40% a 50% más que en el estadio de espora , lo 

que demuestra que existe un arreglo molecular diferente de los ri boso­

mas en los diferentes estadios del ciclo de vida de O. discoideum. 

PROTEINAS RIBOSOMALES 

Se han realizado estudios de las proteínas ribosomales 

en diferentes organismos, tanto en procariotes como en eucariotes . El 

interés del estudio de estas proteínas, radica principalmente en el 

hecho de que están íntimamente rel acionadas con los procesos de regul! 

ción y de síntesis de las proteínas celulares. Las proteínas ribosom! 

les son macromoléculas altamente conservadas a través de los procesos 

evolutivos (Nomura , 1968), ya que el análisis electroforético unidime!!. 

sional y bidimensional de las proteínas ribosomales de diferentes org! 

nismos y que a su vez pertenecen a diferentes reinos muestran que exi.?_ 

te gran similitud entre las diferentes proteínas ribosomales analiza­

das (Nomura y Held, 1974) (Delaunary y col., 1973). Las proteínas que 

conforman el ribosoma tanto de procariotes como de eucariotes son pri!!_ 

cipalmente básicas (Wittman, 1974; Sherton y Wool, 1972) . Sin embar­

go, se pueden encontrar proteínas ribosomales ácidas como las L 35, L 

36, L 37, S 26, S 27, S 28, S 29 y S 30, siendo de este grupo las más 

ácidas la L 35 y L 36, en Saccharomyces cerevisiae. Además se sabe 

que estas dos últimas proteínas (L 35 y L 36) están fosforiladas en la 

levadura (Zinker y Warner, 1976). En I · coli se pueden encontrar tam­

bién proteínas identificadas a la L 35 y L 36 de levadura, correspon­

diendo la L 7 y L 12, que tienen la misma secuencia de aminoácidos 
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(Wool y Staffl er, 1974). Las proteínas ribosomales ácidas fueron des­

critas inicialmente en I· coli, presentan características pecul iares 

que las distinguen de las demás, como es su punto isoeléctrico menor 

de 5.0, pesos moleculares bajos y se extraen selectivamente del ribos2_ 

ma con 0.5 a 1.0 M de cloruro de amonio. Y etanol (Hanlllel y col., 

1972). La función de las diferentes prote~nas que constituyen el ribo 

soma es multifacética (Bielca y col., 1978). En procariotes se ha de­

mostrado que las proteínas ácidas intervienen en los procesos de hidr~ 

lisis de GTP durante la síntesis de proteínas, la cual es dependiente 

de factores solubles como el factor EF-2 (Nomura, 1974). 

Por otro lado Jantzen, H. (1981) analizó las fosfopro­

teínas en Acantamoeba castellanie, y encontró que están implicadas en 

los procesos de regulación de la expresión del RNAm (Lastick y col., 

1977). Las fosfoproteínas varían en los di ferentes organismos, como 

por ejemplo en Tetrahimena pyriformis, se ha descrito una fosfoproteí­

na ribosomal de peso molecular de 38,000 daltones y está misma proteí­

na en Saccharomyces cerevisiae tiene un peso de 31,000 dal tones, en 

Physaium pulycephalu tiene un peso molecular de 55,000 daltones, en 

los ribosomas de hígado de rata es de 31,000 daltones y en 

Acanthamoeba castellanie se encuentra una proteína ribosomal fosforila 

da que tiene un peso molecular de 45,000 daltones . 

Recientemente, se han realizado estudios de proteínas 

ribosomales de varios tipos de protozoarios parásitos de vida libre y 

de hongos que en su ciclo de vida presentan una fase ameboide, como lo 

es en Q. discoideum, Ochiai y col., en 1972 analizaron las proteínas 

ribosomales de este hongo separándolas por electroforésis unidimens io-
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nal , mostrando que las proteínas ribosomales en la fracci6n 60 S tie­

nen pesos moleculares entre 13,000 a 73,000 daltones mientras que la 

40 S son de 16,900 a 84,000 daltones. Ramagopal y Ennis en 1981, tam­

bién analizaron las proteínas ribosomales de este hongo, tanto en la 

fase ameboide como en la de espora, encontrando 12 proteínas diferen­

tes entre los dos estadios. Estas diferencias se mantienen usando di­

ferentes concentraciones de cloruro de potasio y en presencia y ausen­

cia de inhibidores de proteasas como el PMSF. Por lo que se sugiere 

que están implicadas en la modulaci6n de los estados específicos en el 

desarrollo del hongo (Ramagopal y Ennis, 1981). Tamb.ién se han real i­

zado estudios de los ribosomas y de l as proteínas ribosomales en ami ­

bas parásitas de réptiles, como es el caso de Entamoeba invadens 

(Price y col., 1983). Los estudios de los ribosomas mostraron que tie 

nen constantes de sedimentación parecidos a otros sistemas estudiados 

ya que presentan constantes de sedimentación de 77 S para la unidad ri 

bosomal, 53 S para la fracción ribosomal mayor y 36 S para la frac­

ción menor. 

Uno de los resultados que mostro el análisis electrofo­

rético unidimensional de las proteínas ribosomales de esta amiba, es 

que presentó proteínas de alto peso molecular que no se encuentran en 

los ribosomas hasta la fecha estudiados, dichas proteínas fluctúan en­

tre un peso molecular de 10,000 a 100,000 daltones. 

17 



EMETINA 

La emetina es un alcaloide (figura 1) que se obtiene de 

la raíz de la planta Uragoga ipecacuanha (Janot, 1953). Este alcaloi­

de tiene centro~simétricos en los carbonos de las posiciones l', 2', 

3' y 11', por lo que da lugar a la existencia de 16 esterioisómeros de 

la emetina. Es una droga que se emplea contra la infección de diver­

sos parásitos, entre ellos se puede mencionar a Entamoeba histolytica. 

Se ha determinado que esta droga es un fuerte inhibidor 

de la síntesis de proteínas en células de mamíferos (Vernon y Caskey, 

1979) y en parásitos (Orozco y col., 1985). Por otro lado Radhey y 

col . , (1976 y 1977) demostraron que en mutantes de la línea celular 

CHO resistentes a emetina la resistencia está dada por la modifica-

ción de algunas de las proteínas ribosomales de la fracción 40 S. 

Estos resultados fueron corroborados por Vernon y Caskey en el año de 

1979, quienes demostraron que, la resistencia de las células CHO a em~ 

tina está dada por la modificación de la proteína ribosomal de la fraE_ 

ción 40 S, numeradas como 22 en un sistema electroforético bidimensio­

nal pH 5.0 x SOS (Mets , L y Bogorad L., 1974). Por otro lado Entnc r en 

1979 estudió el efecto de la emetina y de la isoemetina en cepas de 

Entamoeba histolytica (F-22 y L-A), encontrando que la emetina se une 

de una manera no covalente a las proteínas ribosomales, dado que este 

compuesto puede ser extraído con tolueno. Mediante el uso de isómeros 

moleculares de la emetina. Etner sugirió que los sitios activos de la 

droga son por lo menos dos, estando éstos en la región del carbono 

C-1' y C-2' en la emetina mientras que en la isometina presenta un so-
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Figura l . Estructura molecular de la droga emetina. 
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lo sitio activo, estando éste en el carbono C-1. Esta forma isomérica 

de la emetina es fácilmente desplazada por la emetina en el ribosoma. 

Sin embargo, hasta la fecha no se conoce con claridad e1 mecanismo de 

acción de la droga en f. histolytica además de que se desconocen las 

características de 1as proteínas ribosomales en este parásito, por lo 

que sería de gran interés el estudio de las proteínas ribosomales en 

Entamoeba histolytica y en mutantes de este parásito resistentes a eme 

tina que ya han sido aisladas (Orozco y col., 1985) . Estos estudios 

ayudaría a definir si Entamoeba histolytica presenta un patrón electo­

forético ribosoma1 propio o semejante al de otros sistemas estudiados 

y a esclarecer el mecanismo de acción de la emetina en E. histolytica. 
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O B J E T I V O S ---------

Los objetivos de este trabajo fueron: 

1) . Caracterizar las proteínas ribosomales de f. histolytica. 

2). Verificar si existen diferencias entre el patrón electro-

forético de las proteínas ribosomales de clonas f. histo­

lytica sensibles a emetina (clona A) y resistentes a eme-

tina (C9). 
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MATERIALES Y METODOS 

Material Biol6gico 

Para el aislamiento de las proteínas ribosomales de f. 

histolytica se utilizaron las clonas A y c9, las cuales son altamente 

virulentas y fagocíticas (Orozco y col., 1982) con la diferencia de 

que la clona A es sensible a emetina (Fig. 2), mientras que la clona 

c9 es resistente a emetina (Fig. 3) (Orozco y col. , 1985). 

Cultivos de Trofozoítos de E. histolytica 

Los trofozoítos de las clonas A y c9 se cultivaron axé­

nicamente a 37ºC en el medio TYS-S-33 descrito por Oiamond y col. 

(1978), suplementado con : 15% de suero bovino (In vitro, México), inac 

tivado a 56ºC durante 30 minutos, en baño maría, mezcla de vitaminas 

(3%) y antibióticos, penic il ina (100 U/ml) y estreptomicina (0.71 µg/ 

ml) . Los cultivos de trofozoítos se incubaron a 37°C hasta fase loga­

rítmica de crecimiento y en el momento de usarse se incubaron en agua ­

hielo durante 5 a 10 minutos, para despegar las amibas y fueron lava­

das dos veces con PBS y centrifugadas entre cada lavado a 360 x g du­

rante 7 minutos. 

Aislamiento de Proteí nas Ribosomales de E. histolytica 

Warner y col. (1965). 

Se cultivaron 4 X 107 trofozoítos de la clona A y c9 . 

Las amibas se resuspendieron (previamente lavadas) en una solución 
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Figura 2. Sensibilidad de~· histolytic~ a emetina . 

La clona A fue sometida a diferentes concen­

traciones de emetina (..-..) control (Cr---<i) 0.85 µg/ml 

(ó--6) 5J) µg/ml ( tJ--{] ) ao µg/ml y ( ,_. ) lQOµg/ 

ml. (Orozco y col., 1985) . 
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Figura 3. Sensibilidad de I· histolytica a emetina . 

La clona c9 fue sometida a diferentes concen­

traciones de emetina, 12 vg/ml ( ~ ), 15 µg/ml 

(• - • ), 20 vg/ml (o----0), 25 µg/ ml ( .._... ) y 30 ;..g/ 

ml ( ti - A). (Orozco y col., 1985). 
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amortiguadora (LHB), la cual se preparó con NaCl 100 ITlll , MgC1 2 30 mM , 

tris-HCl 10 mM pH 7.4. 20 ml. Se le agregó como inhibidor de protea­

sas p-hidroximercuriobenzoato a una concentración final de 2.5 rrt-1. 

Las amibas se lizaron por congelación y descongelación con hielo seco 

en acetona. Se l e agregó posteriormente 50 µl/ml de desoxicolato de 

sodio al 10% y se dejó reposar durante 5 minutos, se añadió posterior-

mente detergente brij 58 (50 µl /ml de LHB) al 10%, la suspensión se d! 

jó reposar durante 10 minutos. El lisado se centrifugó a 10,000 dura.!!_ 

te 10 ~inutos en un rotor SS-34 a 4ºC. El sobrenadante se transfirió 

a tubos de el rotor 60 TI y se centrifugó a 50,000 rpm durante 4 horas 

a través de 4 ml de un colchón de sacarosa al 15% en (NH4)2so4 al 5% 

en LHB. Después de la centrifugac ión la pastilla se resuspendió en 

0.5 ml de una solución amortiguadora 10-5 (NaCl 100 mM, hepes 10 mM 
-5 MgC1 2 10 M). La suspensión se centri fugó a 360 X g durante 7 minutos 

y el sobrenadante se trató con ácido acético glacial y MgC1 2 (2 volum~ 

nes de ácido acético concentraco y 0.1 volumen de MgCl 2 lM pcr cada mj_ 

lilitro de solución amortiguadora 10-5), se dejó reposar durante 30 mj_ 

nutos en frío y posteriormente se centrifugó a 10,000 revoluciones por 

minuto durante 15 minutos en un rotor SS-34 a 4ºC. El sobrenadante se 

dializó contra ácido acético 0.5 M durante 24 horas con cambios cada 8 

horas. Las proteínas ribosomales totales se precipitaron con acetona 

a -20ºC para su análisis electroforético. 
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Aislamiento de Prote1nas Ribosomales de E. hi stolytica 

Horak y Schiffman (1977). 

Un cultivo de células de amibas (1 X 108) se resuspen-

dieron {después de lavarlas con salino 0.93) en una solución amortigu~ 

dora de tris-HCl 20 niil, KCl 10 niil, MgC1 2 5 niil, B-mercaptoetanol 5 nii1 

pH 7.5. 

Se agregó como inhibidor de proteasas P-hidroximercuri­

benzoato a una concentración final de 2.5 nii1 y las amibas se lisaron 

por homogenización en un homogenizador de vidrio tipo Elvehem-Potter 

dando 30 golpes sin agreg~r detergente, posteriormente se añadió NP-

40 a una concentración final de 0.5% y se homogenizaron dando otros 30 

golpes. La suspensión se centrifugó a 30,000 X g por 15 minutos. El 

sobrenadante se colocó sobre un colchón de sacarosa de 3 ml al 30% (p/ 

p) en una solución amortiguadora de tris-HCl 20 mM pH 7.5, KCl 240 

niil, MgC1 2 7.5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM y se centrifugó a 40,000 rpm 

durante 16 horas en un rotor 50 TI . La pastilla ribosomal se lavó dos 

veces con la solución amortiguadora empleada para el colchón de sacaro 

sa y posteriormente se resuspendió la pastilla ribosomal en una solu­

ción amortiguadora denominada 10-5 (NaC l 100 mM, Hepes 10 mM MgC1 2 
l0-5M) o en una solución tampón de tris-HCl 20 mM pH 7.5, KCl 240 nii1 

~gC1 2 7.5 ~y B-mercaptoetanol 5 ~para que posteriormente los ribo­

somas amibianos sean tratados con KCl 0.5 M, 0.88 M o RNAsas tipo A y 

T-I. 

La extracción de las proteínas amibianas totales se rea 

lizó bajo la técnica propuesta por Hardy y col. {1969). La pastilla 
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ribosomal se resuspendió en un volumen adecuado de la solución amorti­

guadora 10-5 y se añadió 0.1 volumen de MgC1 2 lM y dos volumenes de 

ácido acético glacial simultáneamente por cada mililitro de solución 

tampón 10-5. Las proteínas se incubaron en un baño de hielo durante 

30 a 40 minutos en agitación y se centrifugó la suspensión a 10,000 

rpm durante 10 minutos a 4ºC en un rotor SS-34 utilizando una centrif_!! 

ga Sorvall (Modelo RCA-B). El sobrenadante que contenía las proteínas 

solubles se dializó contra 4 litros de ácido acético glacial 0.5 M a 

4°C durante 24 horas. Posteriormente las proteínas se liofilizaron 

para el análisis electroforético . 

Cuantificación de Proteínas 

La proteína total ribosomal precipitada con acetona o 

liofi lizada se resuspendió en una solución tampón para la electroforé­

sis la cual se preparó con tr i s-HCl 0.0625 M pH 6.3, SOS al 2.3% y glj_ 

cerol al 10%. Una vez disueltas las muestras se som~ti eron a ebul l i-

ción durante 3 minutos para inactivar las proteasas. Posteriormente 

se sacó una mu estra para cuantificación de proteínas por el método de 

Lowry y col. (1951) sin B-mercaptoetanol . Se tomó una alícuota de 5 

µl de la muestra problema y se resuspendió en 1.25 ml de solución B la 

cual se formó a partir de la solución A, que consta de carbonato de so 

dio al 2% en NaOH 0.1 N y de sulfato cúprico 0.5% en una relación 1:1 

(solución A), 1 ml de A se resuspendió en 50 ml de tartrato de sodio 

y potas io al 2% (50:1) formando la solución B. La mezcla de la solu­

ción B COf1 el problema (5 ul ) se dej ó reposar durante 10 minutos pos­

ter iormente se agregó 0.125 ml del reactivo de folin diluido en agua 
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bidestilada (1:1) y se dejó reposar durante 30 minutos y se leyó la 

densidad óptica a 760 nM de longitud de onda. Posterionnente la lectu 

ra resultante de la solución problema se comparó con la correspondien­

te curva de referencia, para calcular la concentración de la proteína. 

La proteína que se usó como referencia fue la albúmina sérica bovina y 

la densidad óptica se midió en un espectrofotómetro M4QII I Carl Zeiss 

Gennany. 

Preparación de Geles Unidimensionales 

El análisis electroforético se llevó a cabo en geles de 

poliacrilamida con SOS, según el método descrito por Laerrmli (1970) m~ 

dificado el gel resolutivo se preparó con las siguientes concentracio­

nes finales de reactivos: 10% de acrilamida, 0.26% de N,N bis-metilen­

acrilamida, 0.1% de SOS, 0.05% de persulfato de amonio, 0.03% de 

TEMED, glicerol al 10%, 0.54 M de tris-HCl pH 8.8. Para cada gel se 

empleó un volumen de 32 ml de la mezcla. El gel concentrador se prep~ 

ró con 3% de acrilamida, 0.08% de N,N bis-metilenacrilamida, 0.1 M de 

tris HC pH 6.8, 0.1% de SOS, 0.01% de persulfato de amonio y 0.05% de 

TEMED. Para cada gel se utilizó un volumen de 8 ml de la mezcla. 

Preparación de las Muestras para la Electroforesis en 

Primera Dimensión de los Geles en SOS. 

Una vez disueltas las 10C1estras en amortiguador para 

electroforesis (ver cuantificación de proteínas), se les añadió B­

mercaptoetanol a una concentración final de 5% y se sometieron nueva­

mente a ebullición durante 1 minuto. 
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Condiciones de la Corrida para la Electroforesis en 

Primera Oimensi6n de Geles en SOS. 

La soluci6n amortiguadora de los electródos se prepar6 

con tris-base 0.025 M, glicina 0.16 M, SOS 0.1~ . pH 8.3. Se deposita­

ron las muestras en los pozos del gel y se aplicó un voltaje constante 

de 100 volts hasta que el azul de bromofenol migró aproximadamente ha~ 

ta un centrímetro del extremo inferior del gel. 

Tinción de los Gel es en SOS. 

Las proteinas de los geles en placa se tiñeron durante 

60 minutos a temperatura ambiente con azul de Coomasie tipo R al 0.25% 

en metanol al 50% y ácido acético al 7%. Para desteñir los geles se 

lavaron con metanol al 5%, ácido acético al 7% a temperatura ambiente. 

Preparaci6n de las Muestras para los Geles Bidimensio­

nales pH 8.6 por pH 4.5 (Wittman, 1974}. 

700 µg de la proteina total ribosomal amibiana se disol 

vieron en 100 µl de solución tamp6n (100 ml de urea 8 t·1 , 0.0085 g de 

EOTA, 0.32 g de ácido bórico, B-mercaptoetanol al 15%) y se dejaron re 

posar durante 60 minutos a temperatura ambiente antes de colocarlas so 

bre el gel. 
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Preparaci6n de los Geles Bidimensionales pH 8.6 X pH 

4.5. 

Los geles bidimensionales se realizaron según la técni­

ca descrita por Wittman (1974). En el que se analizaron las proteínas 

ribosomales ácidas y básicas. Para los geles cilíndricos se preparó 

una solución madre que se formó con 6.0 g de acrilamida, 0.225 g de 

bis-acrilamida, 0.8 g de EDTA, 3.2 g de ácido b6rico, 4.85 g de tri­

base pH 8.6, 75 ml de urea 8 M. Para la polimerización de 10 ml de 

acrilamida se añadió 15 µl de TEMED y 30 µl de persulfato de amonio al 

10% se mezcló vigorosamente y se colocó dentro de un tubo de vidrio de 

dimensiones de 0.4 cm x 15 cm, para la polimerización de el gel de un 

tamaño de 10 cm. Posteriormente a la po limerización de el gel se pro­

cedió a montar los tubos en la cámara de electroforesis colocando las 

muestras para su análisis sobre el gel. 

Condiciones de la Corrida en Primera Dimensión pH 8.6 

X pH 4.5. 

La solución amortiguadora para la corrida constó de 2.4 

g de EDTA, 9.6 g de ácido bórico y 14.55 g de tris-base aforado a 1000 

ml con agua bidestilada ultra pura. Para las proteínas ácidas se col~ 

có el electrodo postitivo en el reservorio inferior de la cámara de 

electroforesis y se aplicó un voltaje de 50 volts, durante 20 horas; 

se usó azul de bromofenol al 0.1% como colorante. Para las proteínas 

básicas se colocó en el reservorio inferior de la cámara de electrofo-

resis el electródo negativo, se aplicó una corriente de 110 volts du-
' 
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rante 20 horas, se usó fuschina básica como colorante indicador de la 

corrida . Después de terminada la electroforesis en la primera dimen­

sión el gel se equilibró para la segunda dimensión. Los geles se incu 

baron a temperatura ambiente en una solución de urea 8 M con HCl (2.5 

ml de HCl más 100 ml de urea 8 M) durante 60 minutos con el fin de pe!_ 

mitir el cambio en la carga eléctrica en las proteínas, después se in­

cubó el gel en otra solución (50 ml) fonnada de 0.074 ml de ácido acé­

tico, 0.24 ml de KOH 5N Y. 100 ml de urea 8 M durante otros 60 minutos. 

Posteriormente se colocó el gel cilíndrico en la cámara de electrofore 

sis en placa para la segunda dimensión. 

Preparación de los Geles para la Segunda Dimensión pH 

8.6 X pH 4.5. 

El gel para la segunda dimensión se preparó con 160 g 

de acrilamida, 5 g de bis-acrilamida, 53.3 g de ácido acético, 9.6 ml 

de KOH 5 N, 750 ml de urea 8 M desionizada y se aforó con agua bidestj_ 

lada hasta 1000 ml. Para la polimerización de 80 ml de la solución m! 

dre se agregaron 0.45 ml de TEMED y 1.32 ml de persulfato de amonio al 

10% . Para solución amortiguadora de la corrida para la segunda dimen­

sión se fonnó con 14 g de glicina y 1.5 ml de ácido acético, se aforó 

hasta 1000 ml con agua bidestilada. Tanto a las proteínas ácidas como 

básicas se les aplicó una corriente constante de 85 volts durante 20 

horas . Teminada la electroforesis se procedió a la tinción del gel 

ccn 0. 25% de azul de Coomasie en ácido acético al 7% y metanol al 50% 

durante 45 minutos y se destiñeron los geles con cambios repetidos de 

la solución destiñadora, la cual se formó con ácido acético al 7% y m~ 
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tanol al 30%. 

Análisis El ectroforético Bidimensional pH 5.0 X SOS. 

Gorenstein y Warner (1976). 

1000 ug de proteína ribosomal amibiana se disolvió en 

100 µñ de una solución tampón fonnada de B-mercaptoetanol al 10%, gli­

cerol al 10%, ácido acético 1%.,fusc i na básica 0.01% y urea 8 M. El 

gel para la primera dimensión se preparó en tubos cilíndricos de 4 l1ll1 

X 10 cm., conteniendo 4% de acrilamida, 0.1% de bis-acrilamida, urea 8 

M, 0. 057 M de bis-tris pH 5.0, ajustado con ácido acético. Para la p~ 

limerización de la acrilamida de la solución anterior se agregó por ca 

da mililitro 3 µl de persulfato de amonio al 10% y 1 ul de TEMED y se 

aplanó la superficie del gel en el tubo con agua bidestilada. Después 

de la polimerización se colocó la muestra de proteínas en el tubo del 

gel y se colocó el tubo en el aparato de electroforésis para tubos , el 

cual contenía 0.01 M de bis-tr i s pH 4.0 en el reseptáculo superior y 

0.179 M de KOAc pH 5.0 en el reseptáculo inferior. Dado que las pro­

teínas que se analizaron eran básicas entonces las proteínas corrieron 

hacia el polo negativo colocado en el receptáculo inferior y el polo 

positivo se colocó en el receptáculo superior. La electroforésis se 

llevó a un voltaje constante a 900 volts-hora hasta que la fuschina bá 

sica llegó al fondo del gel . El gel se sacó del tubo retándolo con 

una jeringa con agua y se equilibró con 50 ml de una solución amorti­

guadora que constó de urea 4 M, tris-base 0.5 M, SOS 1% pH 6.8 ajusta­

da con HCl. El equilibrio se realizó durante 120 minutos. Posterior­

mente se preparó el gel en placa mediante la técnica descrita por 
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Maizel (1971) . El gel resolutivo se preparó con: acrilamida 12%, 

0.45% de bis-acrilamida, 0.1% de SOS, 0.175 M de tris-base pH 8.8. 

Para la polimerización de 1 ml de la solución se requirieron 6 µl de 

persu l fato de amonio al 10% y 0.5 µl de TEMED. 

La superficie del gel se aplanó con 1 ml de isopropanol . 

Posterionnente a la polimerización se lavó la superficie del gel con 

agua y agregó el gel concentrador que consistió de 4% de acrilamida, 

0.11%, de bis-ácrilamida, 0.1% de SOS, 0.0625 M de tris-base pH 6.8 . 

Se colocó simultáneamente el gel cilíndrico equilibra~o sobre el gel 

en placa esperando a polimerizar, posterionnente se agregó agarosa al 

1% (disuelto en el amortiguador de corrida para la segunda dimensión) 

sobre el gel cilíndrico . La solución amortiguadora de corrida de la 

segunda dimensión se fonnó con: 0.05 M de tris-base, 0.38 M de glici­

na, 0.05% de SOS . La electroforésis se llevó a un voltaje constante 

de 1,100 volts-hora hasta que el citocromo C alcanzó una marca de 1 cm 

del fondo del gel. Los geles se tiñeron con 0.2% de a1ul de Coomasie 

en 50% metanol y ácido acético al 7%. Los geles se destiñeron con la­

vados con metanol al 30% y ácido acético al 7%. 

Migración de Prot eínas de Peso Mol ecular Conocido. 

Se usaron co~ marcadores de peso molecular las siguien­

tes proteínas: citocromo C PM 12,300; lisosima PM 14,300; B-lactogl ob~ 

l ina PM 18,000; tripsinógeno PM 24,000; quimotrirsinógeno PM 25 , 700; 

albúmina de huevo PM 45 ,000; albúmina de bovino PM 66 ,000; fosforilasa 

b PM 97 , 400; miosina PM 200,000 daltones. 

33 



El Rf fue la distancia recorrida por la proteína dividida 

entre la distancia recorrida por el colorante indicador (Fig. 4). 

Preparaci6n de Biomacromoléculas para Microscop1a 

El ectr6nica. 

Dubochet y col., (1979). 

Las rejillas para microscopía se lavaron con agua bidest..!_ 

lada, se cubrieron con carbón y se dejarán secar a temperatura ambien­

te, posteriormente las rejillas se colocaron en un evaporador de penti­

lamina, se hizo ionización con pentilamina y se hizo vació hasta 10-l 

tors, se dejó entrar el pentilamino hasta que bajó el vacío hasta 2 X 

10-l tors; posteriormente se sacaron las rejillas y se colocaron las 

muestras de los ribosomas amibianos sobre ellas, resuspendidos en una 

solución amortiguadora 10-5 (NaCl 100 mM, HEPES 10 rrl'l, MgC1 2 l0-5M) di­

luida la muestra problen~) se dejó reposar las rejillas durante 2 minu­

tos, se lavaron con AcU al 25 y luego se cubrieron con AcU (1 gota), se 

dejaron reposar durante 2 minutos, posteriormente se sombrearon con pl~ 

tino-paladio (8:20) con un ángulo de 8° durante 6 segundos en un evapo­

rador al vacío, posterionnente las muestras se observaron en el micros­

copio electrónico. 
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Figura 4. Migración de proteínas de peso molecular 

conocido en geles de poliacrilamida SOS. 
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RESULTADOS 

Anál isis Electroforéti co Unidimensional en SOS 

Las proteínas ribosomales totales de la clona A (Emt5) 

extraídas mediante la técnica propuesta por Warner y col . (1971) y an~ 

lizadas en electroforésis unidimensional en SOS (Fig . 5) . Mostraron 

un patrón electroforético atípico, ya que se detectaron por densitome­

tría de los geles 125 proteínas ribosomales entre un rango de masa re-

1 ativa de 14,000 a 112,000 daltones en la clona de I· histolytica, y 

que por lo general en la mayoría de los sistemas estudiados tanto de 

procariotes como eucariotes no se reportan proteínas ribosomales de P! 

sos moleculares mayores a 68,000 daltones, (Nomura, M. y Held, W.A., 

1974) . Asimismo se pudo observar en este mismo resultado que las pro­

teínas ribosomales totales amibianas de peso molecular menores a 

14,000 daltones fueron pocas, ya que por lo general en otros sistemas 

estudiados lll.lestran los patrones electroforéticos unidimensionales un 

gran número de proteínas ribosomales en la región de pesos moleculares 

de 14,000 a 34,000 daltones (Rauvier y col ., 1980). Dado que el análj_ 

s i s electroforético unidimensional de las proteínas ribosomales amibia 

nas mostró proteínas de alto peso molecular se decidió extraer las pr~ 

teínas ribosomales totales am~bianas mediante otro protocolo en el que 

se uti lizó altas concentraciones de KCl (Horac y col ., 1975) . Este 

protocolo pennite obtener los r ibosomas libres de contaminantes princj_ 

palmente de proteínas de alto peso molecular asociadas a los riboso­

mas. 

36 



Figura 5. Análisis electroforético unidimensional de 

las proteínas ribosomales totales de la 

clona A (Emt5) en geles de poliacrilamida 

sos. 
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Los resultados obtenidos utilizando KCl a una concentra­

ción de 240 nt-1, fueron similares los resultados obtenidos anteriormen­

te, es decir, se encontraron también en el análisis electroforético 

unidimensional proteínas de altos pesos moleculares (Fig. 6). Sin em­

bargo, mediante el uso de este protocolo de extracción se obtuvo una 

mayor definición y resolución de las proteínas ribosomales amibianas, 

de masas relativas menores a 68,000 daltones (rango en que se encuen­

tran las proteínas ribosomales). Se incrementó aún más la concentra­

ción de KCl hasta 0.5 y 0.88 molar en presencia de puromicina para li~ 

piar los ribosomas de agregados de altos pesos moleculares (mayores a 

68 Kd). 

Los resultados obtenidos mostraron que aún en presenc ia 

de estas altas concentraciones de KCl, las proteínas de altos pesos m~ 

leculares, permanecen unidas a los ribosomas amibianos (Fig. 7 y 8). 

Sin embargo se pudo corroborar que el uso de KCl y de puromicina, per­

mitió limpiar los ribosomas amibianos de algunas de las proteínas de 

altos pesos moleculares, ya que el análisis electroforético de los la ­

vados de los ribosomas amibianos mostró una gran canti dad de proteínas 

cuyas masas relativas fluctúan entre 14 a 112 Kd, las cuales no son ri 

bosomales (Fig. 9). El único inconveniente de el uso de estas altas 

concentraciones de sal es de que las proteínas pierden definición en 

el análisis electroforético unidimensional (Fig. 7 y 8). Resultados 

similares se obtuvieron cuando las proteínas ribosomales de~· histo­

lytica {clona A) fueron tratadas con KCl , puromicina y RNAsas ti po A 

y T-1 (Fig. 10) en donde se pudo observar la baja definición de las 

proteínas ribosomales amibianas. Las proteínas ribosomales totales 
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Figura 6. Análisis electroforético unidimensional de 

las proteínas ribosomales totales de la 

clona A (Emt5) tratadas con KCl, a una con 

centración de 240 mM . 
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Figura 7. Análisis electroforético unidimensional de 

las proteínas ribosomales totales de la 

clona A (Em t5) tratadas con KCl a una con 

centración f inal de 0.5 M. 
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Figura 8. Análisis electroforético unidimensional de 

las proteínas ribosomales totales de la 

cl ona A (Emt5) tratadas con puromicina y 

KCl a una concentración final de 0.88 M. 
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Figura 9 . An~lisis electroforético unidimensional SOS, 

de las proteínas no ribosomales, extraídas 

de los ribosomas amibianos (cl ona A y c9) con 

KCl 0.88 M y puromicina 1 mM. 
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Figura 10. Análisis electroforético unidimensional 

SOS de las proteínas ribosomales tota­

l es de la clona A (Emt5), tratadas con 

KCl 0.88 M y RNAsas. 
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de la clona c9 (EmtR) fueron extraídas mediante la técnica propuesta 

por Warner y col. (1971} y con la de Horak y Shiffman, (1975) utiliza!!_ 

do KCl a una concentración final de 240 mM con el fin de realizar un 

análisis comparativo con los resultados obtenidos en el análisis elec-

troforético unidimensional de las proteínas ribosomales de la clona A 

(Emt5) y para verificar si existen alteraciones en las proteínas ribo­

somales totales de la clona c9 EmtR). El análisis comparativo entre 

las proteínas ribosomales de la clona A (Emt5) y c9 (EmtR), aisladas 

mediante el uso de el protocolo propuesto por Warner y col . (1971) 

(Fig. 11) y Horak, I y Shiffman, O. (1977) (con una concentración de 

KCl 240 mM) (Fig. 12), se pudieron observar varias diferencias entre 

las dos clonas de I · histolytica. Sin embargo, nosotros nos enfocamos 

en aquellas diferencias cuyas modificaciones pudieran estar relaciona-

das con la resistencia a emetina ya que se ha reportado que las protei 

nas ribosomales que están implicadas con la resistencia a emetina en 

la línea celular CHO, tienen una masa relativa de 18,000 daltones 

(Reichenbecher y col., 1979) . 

Los resultados muestran que si existen diferencias entre 

las proteínas ribosomales totales, entre la clona A y la clona c9 , en 

la región cercana a 18,000 daltones, (Fig . 11, 12). Esta modificación 

fue más evidente en los experimentos en los cuales se utilizó KCl 240 

rrl-1, la figura 12 muestra que las proteínas ribosomales amibianas de m~ 

sas relativas cercanas a 18 Kd presentaron una mayor definición con 

respecto a las proteínas ribosomales analizadas en la figura 11. Sin 

embargo, el análisis comparativo entre las proteínas ribosomales de la 

clona A y c9 mediante electroforésis unidimensional es muy grueso por 
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Figura 11. Anális is electroforético unidimensional 

de las proteínas ribosomales totales de 
S R la clona A (Emt ) y c9 (Emt ). 
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Figura 12 . Análisis electroforético unidimensional 

de las proteínas ribosomales totales de 
S R la clona A (Emt ) y c9 (Emt ), tratadas 

con KC l a una concentración fina l de 

240 mM. 
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lo que se decidió utilizar la técnica de electroforésis bidimensional, 

lo que nos permitió hacer un análisis comparativo de estas prote1nas a 

un nivel m&s fino. 

El ectroforésis Bi dimensional pH 8.6 X pH 4.5 

Las proteínas ribosomales ácidas y básicas amibianas se 

anal izaron a partir de la proteína ribosomal total, extraída mediante 

el uso de el protocolo compuesto por Horak y Schiffman (1977), utili­

zando una concentración de KCl de 240 rrf1. En el análisis electroforé­

tico bidimensional de l as proteínas ribosomales ácidas de la cl ona A y 

de la clona c9 (Fig. 13), se detectaron 4 manchas. Mientras que en el 

análisis electroforético bidimensional de las proteínas ribosomales bá 

s icas de la clona c9, mostró varias manchas de proteínas que correspo~ 

den a cuando menos a 44 proteínas ribosomales básicas amibianas teñi­

das con nitrato de plata (Fig. 14). 

El análisis comparativo entre las proteínas ribosoma les 

básicas de Saccharomyces cerevisiae y de Entamoeba histolytica (Fig. 

14, 15) mostraron poca similitud, ya que como se puede observar que 

las proteínas ribosomales básicas de la clona c9 migraron poco en la 

segunda dimensión, con respecto a las proteínas ribosomales básicas de 

la levadura, lo que sugiere que existe una gran diferencia en la carga 

eléctrica entre las proteínas ribosomales básicas de s. cerevisiae y 

las de la clona de f . histolytica. 

El análisis electroforético bidimensional rH 8.6 X pH 

4.5 de las proteínas ribosomales de E. histolytica , presentó di ficul-
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Figura 13. Análisis electroforético bidimensional pH 

8.6 x pH 4.5, de las proteínas ribosOlll<lles 

ácidas de las clonas A (Emt5) y c9 (EmtR). 
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Figura 14. Análisis electroforético bidimensional pH 

8.6 x pH 4.5, de las proteínas ribosomales 

básicas de la clona c9 (EmtR). 
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Figura 15. Análisis electroforético bidimensional pH 

8.6 x pH 4.5, de las proteínas ribosomales 

básicas de Saccharomyces cerevisiae. 
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tades, ya que éstas se precipitaron a pH 8.6. Por lo que se decidió 

analizar las proteínas ribosomales de tipo básico, mediante electrofo­

résis bidimensional pH 5.0 X SOS. 

Electroforésis Bidimensional pH 5.0 X SOS 

El patrón electroforético de las proteínas ribosomales 

básicas de Entamoeba histOlytica (clona A y c9) en comparación con las 

proteínas ribosomales básicas de SatéharOIÍlyces terevisiae (Fig. 16) 

mostró la ausencia de una de las proteínas ribosomales que es común en 

el patrón electroforético bidimensional de las proteínas ribosomales 

de células procarióticas y eucarióticas y que pertenece a la fracción 

60 S del ribosoma, siendo esta proteína ribosomal básica y clasificada 

como número dos por Gorenstein y Warner (1976) . 

Las proteínas ribosomales básicas de la clona A (sensi­

ble a emetina) y de la clona c9 (resistente a emetina) analizadas me­

diante esta técnica electroforética, se reso·lvieron varias manchas que 

corresponden a cuando menos 44 proteínas ribosomales amibianas, tanto 

en la clona A como en la clona c9 (Fig. 16). 

El análisis comparat ivo entre las proteínas ribosomales 

de la clona A y de la clona c9 analizadas mediante esta técnica, mos­

tró dos diferencias entre las prote~nas ribosomales básicas de la el~ 

na mutante y de la clona silvestre (Fig. 16), dichas diferencias están 

localizadas en aquellas proteínas que están indicadas con las flechas 

en las figuras correspondientes, cuyos Rf son 0.48, 0.76 y que tienen 

una masa relativa de 42 Kd y 18 Kd respectivamente. Como se puede 
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Figura 16 . Análisis electroforético bidimensional pH 

5.0 x SOS, de las proteínas ribosomales bá 

sicas totales de las clonas A, c9 de f. 

histolytica y de Saccharomyces cerevisiae. 
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observar en la figura 16 las proteínas modificadas en la clona c9 de 

42 Kd y de 18 Kd están l1l.IY disminuidas en comparación con lo encontra­

do en el análisis electroforético de las proteínas ribosomales básicas 

de l a clona A. 

Microscopía Electrónica 

Con el objeto de demostrar la pureza de la muestra ribo­

somal, se prepararon los ribosomas amibianos para microscopía electró­

nica (Fig. 17). Las micrografías mostraron la homoge~idad de la mues­

tra sin la presencia de fragmentos contaminantes celulares . 
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Figura 17. Microscopia electrónica de ribosomas de 

f. histolyt ica, sombreados con platino­

paladio. 
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DISCUSION 

Electroforésis Unidimensional 

Las electroforésis unidimensionales de las proteínas ri­

bosomales de la clona A (Emt5) y c9 (EmtR) (Figs. 5, 6 y 7) mostraron 

un patrón electroforético atípico, es decir, se encontraron proteínas 

de altos pesos moleculares no reportados en la mayoría de los sistemas 

conocidos (Nomura, M. y Held, W. 1974), l as cuales aún después de la­

var los ribosomas con KCl 0.5 M y 0.88 M en presencia de puromicina 

permanecieron constantes en el análisis electroforético. Esto podría 

sugerir que algunas proteínas de altos pesos moleculares podrían ser 

ribosomas y concordar con al gunos de los resultados reportados por 

Price y col . (1983) , para f. invadens en donde se encuentran proteínas 

con pesos moleculares mayores a 100,000 daltones. Igualmente Ochiai y 

col. (1972) reportaron proteínas ribosomales de Dictyostel ium 

discoideum con pesos moleculares de 73,000 y 69,000 daltones en la 

fracción 60 S de D. discoideum, mientras que en la fra~ci 6n 40 S se en 

contraron proteínas de 84,000, 72,400 y 62,000 daltones. Sin embargo, 

algunas proteínas de alto peso molecu lar podrían ser de membrana y es­

t án fuer temente unidas a los ribosomas, ya que los ribosomas están ane 

lados en estas estructuras . Si esto fuera cierto, este sistema sería 

un buen modelo para el estudio de la interacción membrana ribosoma. 

Por otro lado se observaron diferencias entre los patrones de las pro­

teínas riboson~les extraídas mediante el uso de los diferentes protoc.9_ 

los utilizados . Con la téc nica de aislamiento de ribosomas propuesta 

por Warner y col. (1971), se observó que las proteínas ribosomales me-
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nores a 68 Kd están poco definidas (Fig. 5) con el protocolo propuesto 

por Horak y col . (1977), utilizando una concentración de KCl de 240 

rrl'I, (Fig. 6) , se pudo observar que las proteínas de bajos pesos molec~ 

lares presentaron una mejor definición, por lo que éste último método 

fue el más indicado para realizar los experimentos de extracción de 

las proteínas ribosornales amibianas, con su posterior análisis electro 

forético bidimensional . 

Cuando se trataron los ribosomas amibianos con una mola­

ridad más alta de sal (0.5 M y 0.88 M de KCl) , se obtuvo una baja defi 

nición de las proteínas ribosomales en el análisis electroforético uni 

dimensional (Fig . 8 y 10), por lo que no fue muy recomendable el uso 

de estos protocolos para extraer las proteínas ribosomales amibianas . 

Resultados similares se obtuvieron cuando las proteínas ribosomales 

amibianas se trataron con RNAsas para extraerlas del r i bosoma, es de­

cir, que cuando las proteínas ribosomales amibianas se anal izaron en 

geles unidimensionales la definición de ellas fue muy pobre y por otro 

lado la extracción o recuperación de proteínas mediante este protocolo 

fue menor (en peso seco) en comparación con l os otros protocolos men­

cionados anteriormente. Este último resultado concuerda con lo repor­

tado por Sherton y col. (1974) quienes demostraron que la eficiencia 

de extracción de las proteínas ribosomales de células eucarióticas 

tratadas con RNAsas T-1 es pobre, mientras que con RNAsa T-2 es más 

alta. 

Por otro lado, en lo que corresponde a las alteraciones 

de las proteínas ribosomales totales pertenecientes a la clona c9 
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(EmtR) y detectadas en el análisis electroforético en la región de pe-

so molecular de 18 Kd, se puede decir de que si existen alteraciones 

en las proteínas ribosomales que tienen esta masa relativa, además de 

que dicho resultado está a su vez apoyado por los resultados obteni­

dos más finamente, mediante técnica de análisis electroforético bidi-

mensional pH 5.0 X SDS de las proteínas ribosomales básicas de la clo­

na c9, en donde se demostró que al menos una proteína de 18 Kd esU 

alterada en la cl ona mutante . 

Elect roforésis Bidimensional pH 8.6 X pH 4.5 

Detectaron varias manchas de proteínas que corresponden 

a cuando menos 14 proteínas ribosomales de tipo básico en la clona c9 
(EmtR) (Fig. 14). Los patrones de las prote ínas ribosomales de tipo 

básico de ~- histolytica comparadas con las proteínas ribosomales básl 

cas de Saccharomyces cerevisiae , mostraron poca similitud ya que las 

proteínas amibianas migraron en la segunda dimensión muy poco con res-

pecto a la migración que presentaron las proteínas ribosomales de la 

levadura. Sin embargo, el patrón electroforético bidimensional de las 

proteínas ribosomales amibianas mostró una gran similitud en compara-

ción con las proteínas ribosomales básicas de Acanthamoeba castellanii , 

reportados por Jantzen (1978). Encontrándose similitud entre las pro­

t eínas ribosomales de E. ñistolytica y las de A. castel l anii a nivel 

de carga eléctrica. 

Mediante el sistema de análisis electroforético, se detectaron también 

4 proteínas ácidas tanto en la clona A como en la clona c9 (Fig. 13) 
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sin cambios aparentes entre las dos clonas de f. histolytica. 

La detección pobre de las proteínas ribosomal es ácidas 

amibianas, aún después de teñirlas con nitrato de plata, se debe posi­

blemente a la poca cantidad de la prote1na ribosomal ácida presente en 

el ribosoma amibiano, ya que por lo menos en la levadura se conoce que 

la cantidad de las proteínas ribosomales ácidas representan solamente 

el 1% de la proteína ribosomal total. 

Electroforesis Bidimensional pH 4.5 X SOS 

Mediante el sistema se obtiene una buena resolución de 

las proteínas ribosomales básicas de las clonas dP. f. histolytica: cl o 

na A (Emts) y de las proteínas ribosomales de~- cerevisiae, lo que 

permitió distinguir y analizar las prote ínas ribosomales bás icas a un 

nivel fino. El análisis comparativo entre las proteínas ri bosomales 

de las amibas con las de levadura mostraron similitud en el mapa total 

de las proteínas, es decir, migraron en forma semejante en la segunda 

dimensión sin embargo, se observó la ausencia de una de las proteínas 

ribosomales en f. histolytica y que es clásica en cualquier sistema eu 

cariótico y procariótico hasta la fecha estudiados (Fig. 16) siendo es 

ta proteína correspondiente a la subunidad 60 S del ribosoma en la le-

vadura y que es clasificada como la número dos por Gorenstein y Warner 

(1976). Sería interesante la búsqueda o rastreo del sustituto de esta 

proteína en E. histolytica y por consecuencia la búsqueda de su signi ­

ficancia biológica. 

El análisis canparativo entre las proteínas ribosomales 
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básicas de la clona A (Emts) y la clona c9 (EmtR) permitió diferenciar 

a ambas clonas, en las proteínas de una masa relativa de 44,000 dalto­

nes las cuales están modificadas en la en la clona c9 resistente a eme­

tina . Lo que sugiere que posiblemente estas proteínas están implicadas 

en los procesos de resistencia a la emetina, ya que por lo menos en pe­

so molecular las diferencias que se han encontrado en otros sistemas ce 

lulares, como es el caso en célu las CHO resistentes a emetina, esta da­

da por la modificaci6n d~ la proteína ribosomal S 22 con un peso molec~ 

lar de 18,000 daltones, (Reichenbecher y col., 1979). 
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CONCLUSIONES 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo. 

se concluye que: 

l . Por primera vez se reportaron las proteínas riboso-

males ácidas y básicas de Entamoeba histolytica. 

2. Por densitometría de los geles unidimensionales de 

las proteínas ribosomales amibianas se detectaron 125 bandas que fluc­

túan entre 14,000 y 112,000 daltones. 

3. Entre las diferencias que se detectaron en el análi 

sis electroforético unidimensional de las proteínas ribosomales entre 

la clona A sensible a emetina y la clona c9 resistente a emetina, des­

taca modificaci6n de las proteínas que pertenecen a la región cercana 

a 18,000 Kd la cual está modificada en la clona c9 (EmtR). 

4. Se detectaron en los geles bidimensionales 4 prote..!. 

nas ribosomales ácidas en la clona A como en la clona c9 . 

5. El análisis electroforético bidimensional de las 

proteínas r.ibosomales básicas mostró la presencia de 39 a 44 manchas 

de proteínas. 

6. Se detectaron diferencias entre las proteínas ribo-

somales básicas de la clona A y la clona c9, dichas diferencias se lo­

cal izaban en las proteínas cuya masa relativa corresponde a 44,000 y 

18,000 daltones, las cuales estan modificadas en la clona c
9

. 
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7. El patrón electroforético de las proteínas ribosoma 

les de Entamoeba histolytica mostró la ausenc ia de una de las proteí­

nas ribosomales que es corrún en procariotes y eucariotes, la cual es 

clasificada como la número dos en Saccharomyces cerevisiae. 
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APENDICE 

Med io TYl - s - 33 

Biosate 

Dextrosa 

NaCl 

KH2Po4 
Cisteína 

K
2

HP0
4 

Citrato férrico 

Acido ascórbico 

pH 6.8 en 820 ml de agua tridestilada. 

30.0 g 

10.0 9 

2.0 g 

0.6 g 

1.0 g 

1.0 g 

0.0236 g 

0.2 g 

Solución Salina Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 

NaCl 

KCl 

Na 2HP04 
KH, P04 

pH 7.3 en 1000 ml de H20 tridestilada. 

8.0 g 

0.2 g 

1.15 g 

0.2 g 
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