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RESUMEN

En este trabajo nos propusimos como objetivo general es-
tudiar la biologia molecular de la fagocitosis amibiana., Para
alcanzar este objetivo se caracterizaron por traduccién in vitro

los RNAs mensajeros de dos clonas de Entamoeba histolytica con

diferente grado de fagocitosis. Las clonas A (Fag+) y L-6 (Fag-)
utilizadas en este trabajo fueron previamente aisladas y carac-

terizadas por Orozco (1981).

Para definir las condiciones adecuadas para el aislamiento
de RNA total de los &rofozoitos amibianos, se probaron varios
méfodos previamente descritos para la extraccién de RNA de cé&-
lulas eucaribticas. Sin embargo, con la mayoria de ellos se
aisl8 RNA parcial o totaimente degradado. Con los métodos de
extraccibn basados en el uso de dietilpirocarbohato e isotio=-
cianato de guanidina se obtuvo RNA amibiano intacto; pero, solo
las preparaciones de RNA aisladas en presencia de isotiocianato
de guanidina mostraron ser capaces de dirigir la sintesis de
péptidos amibianos en un sistema de traduccibn in vitro. El
an8lisis del RNA aislado mediante el uso de isotiocianato de
guanidina en geles de agarosa, mostrd la presencia de cuatro
poblaciones de RNA mayoritarias, las cuales tuvieron una migra-
cibn mayor a 28S, aproximadamente 255, mayor a '18S y aprozima-
damente 16S. Este patrdn electroforético fue muy diferente al
mostrado por cé&lulas eucaribticas tipicas, en las cuales se ob-
servaron tres especies de RNA mayoritarias con coeficientes de

sedimentacibn 285, 185 y 5S. Con el método isotiocianato de
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guanidina-CsCl se recuperaron de 3 a 5 X 107° yg de RNA por tro-
fozoito, cantidad que correlaciona con la cantidad de RNA espe-
rada para una célula eucaribtica, que es del orden de 1 X 1072
ug de RNA total. Por otra parte, la relacibn de absorbancias
 260/280 nm de las preparaciones de RNA aisladas con este método
de extraccidén fue siempre superior o igual a dos, lo que indicé
un bajo indice de contaminacidn con proteinas. El1 RNA poliade-
nilado aislado por cromatografia de afinidad a oligo-dT celulosa,
constituyd aproximadamente del 5 al 10% de la poblacién de RNA
total. Estas poblaciones de RNA, ricas en mol&culas de RNA men-
sajero, demostraron su capacidad para dirigir la sintesis de
péptidos amibianos en un sistema de traduccidn in vitro derivado

de reticulocitos de conejo.

Los ensayos de traduccifn in vitro de los RNAs mensajeros
de las clonas A y L-6 se realizaron en un sistema de traduccidn
libre de c&lulas derivado de reticulocitos de conejo. Los
reticulocitos se obtuvieron de conejos con anemia hemoliticé
ihducida experimentalmente por administracién de 1,2-acetilfe-
nilhidrazina. El paquete celular rico en reticulocitos se 1isb
osmbticamente con agua y el sobrenadante post-mitocondrial se
complement®é con hemina, un sistema regenerador de energia y
35S-Metionina. La traduccibn in vitro de los RNAs mensajeros
de las clonas A y L-6 se realizd con lisados de reticulocitos

.con elevada actividad traduccional endbgena, que fueron previa-

menté tratados con nucleasa micrococal para destruir los RNAs

mensajeros endbgenos y asi evitar que se estableciera una com-

petencia entre los RNAs mensajeros de globina endbgenos y los



RNAs mensajeros amibianos. El tratamiento del lisado con esta
enzima disminuy8 aproximadamente 30 veces la actividad traduc-
cional cndbgena, sin deteriorar notablemente su capacidad para

traducir RNAs mensajeros exbgenos.

Los productos de traduccibn in vitro se fraccionaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% y se ana-
‘lizaron por fluorografia del gel que los contenia después de la
exposicibn durante 24 a 72 horas a placas de Rayos X. Los pa-
trones electroforéticos de los productos de traduccién de la
clona A (Fag+) y L=6 (Fag-l) fueron similares, sin embargo se
observé consistentemente una diferencia entre ambos, gque con-
sistid en un péptido de aproximadamentc 78 Kd de P.M., el‘cual
se¢ encontr6 entre los productos de traduccidn de la clona 1-6,
pero no entre los de la Clona A. Por otro lado, este péptido
dé 78 Kd fue reconocido por un suero policlonal monoespecifico
preparado contra una proteina de 112 Kd, que se encuentra lo-
calizada en la superficie de los trofozoitos amibianos (Orozco,
1986). Cuando el suero anti-112 se incub6 con la mezcla de
traduccién de la clona A, reconocid especificamente dos pépti-
dos de aproximadamente 89 y 95 Kd. Estos resultados indican
que el péptido de 78 Kd de la clona L-6 y el pdptido de 95 Kd
de la clona A, comparten determinantes antigénicos con:}a pro-
teina de 112 K4, que se ha visto involucrada en la adhesién y
la fagocitosis amibianas. Por otra parte, los anticuerpos mo-
noclonales 10, 15 y 24' que inhiben varias propiedades biolbgi-
‘cas de los trofozoitos y de sus extractos, reaccionaron especi-

ficamente con dos péptidos de aproximadamente 52 Kd que fueron-



sintetizados por los mensajeros de la clona A. Por lo cual se
sugiere que los péptidos de 52 K4 podrian corresponder a protef-
nas involucradas en los procesos biol6gicos inhibidos por los

anticuerpos monoclonales.

La inmunoprecipitacifn de los productos de traduccidn in
vitro por los sueros policlonales anti-A, anti-L-~6 y anti-112 y
por los anticuerpos monoclonales, demostré la sintesis de pép-
tidos antigénicos amibianos codificados por los respectivos RNAS

mensajeros utilizados.




II. INTRODUCCION

La amibiasis es una enfermedad infecciosa del ser humano

»¢ausada por el protozoario pardsito Entamoeba histolytica. En
la mayorfa de los individuos la infeccibn se presenta sblo como
' un estado de portador asintom&tico, pero con frecuencia este pa-
risito causa una enfermedad que puede ir desde la diarrea créni-

ca ligera hasta la disenteria fulminante. Puesto que este mi~-
croorganismo puede invadir la mucosa intestinal y diseminarse
por via sanguinea, es potenéialmente capaz de afectar cualquier
tejido. La m&s comln de las complicaciones extraintestinales
es el absceso hep&tico, que puede extenderse al peritoneo, pleu-

ra, pulmbn o pericardio.

1. Antecedentés histbricos.

En 1875 Fedor Aleksandrevitch Lesh asocid por primera‘vez
1a disenteria con un organismo par&sito del hombre al estudiar
a un paciente originario de Arkangel (San Petersburgo, Rusia),
_que presentaba sintomas de disenteria crénica. Lesh siguib a-
tentamente el curso de la enfermedad y estableci6 la relacibn
directa entre el nfimero de amibas en las heces del paciente y
la intensidad del cuadro clinico. Al realizar la necropsia de
este paciente encontré cicatrices y filceras en el ciego, prinéi—
palmente. El examen histopatoldgico de estas ilceras reveld la
presencia de amibas infiltradas en la submucosa. Lesh descri-
bi6 con detalle estas amibas, en cuyo citoplasma encontr6 eri-
trocitos, entre otros cuerpos ingeridos. Después de hacer com-
paraciones entre estas amibas y otras especies ya conocidas, de-

dujo que se trataba de una nueva especie a la que denomin8



Amoeba coli.

Ademds, con el fin de evidenciar la patogenicidad de las
amibas, Lesh realiz6 algunos experimentos. Inoculd cuatro pe-
rros, por las vias bucal y rectal, con las heces del campesino
enfermo de Arkangel y después de algunos dfas observd que uno
de los perros presentaba sintomas de disenteria; pero, como es-
te resultado no le parecid evidencia suficiente, nunca concluy8
que estos parfsitos constituyeran el agente causal de la enfer-
medad., M&s tarde, Stephanos Kartulis publicd sus observaciones
acerca de 150 casos de disenteria, en la mayoria de los cuales
encontr6 amibas como las descritas por Lesh, y afirmd por pri-
mera vez el papel etioldgico de las amibas en la disenteria. En
el siguiente afo, Roberto Koch encontrd amibas en los capilares
hep&ticos cercanos a los abscesos, con lo cual establecib que
debia existir una relacibn etiolBgica entre la disenteria y el
absceso hepitico. En 1891 Councilman y Lafleur relataron minu-
ciosamente el cuadro clinico de la amibiasis y de las lesiones
encontradas en ella, asi como una descripcidn detallada de las

amibas causales denominadas por ellos Entamoeba dysenteriae.

Estos autores, también sugirieron la presencia de una amiba no
patogénica en el colon humano. Posteriormente, Quincke y Roos
describieron el ciclo de vida de las amibas par&sitas en el in-
téstino'humano. En 1903, Shaudinn mediante estudios estructura=-
les distinguid las dos especies de amibas conocidas hasta enton=-
ces como par8sitos del ser humano: a la patbgena la liamé

Entamoeba histolytica y Entamoeba coli a la no pat6gena. (Toma-

do de Martinez-Bfez, 1976).




2, Clasificacibn taxonfmica de Entamoeba histolytica.

{ ! .
De acuerdo a la clasificacibn de los protozoarios recomen-

dada por la Sociedad de Protozoblogos (Honigberg, 1964) y modi-

ficada por Levine y col. (1984), la taxonomia de E. histolytica

queda como sigue:

Phylum : Protozoa

Subphylum : Sarcomastigophora
Superclase : Sarcodina
Clase : Rhizopodea

Orden : Amoebida
Familia : Endamoebidae
Género : Eritamoeba

Especie : E. histolytica

El Phylum Protozoa agrupa a los organismos unicelulares,
cuyo cuerpo esté constituido por una sola célula que posee todas
las caracteristicas bésicas de los metazoos. De acuerdo con es-
ta clasificacibn, el Phylum Protozoa queda dividido en cinco
subphyla. El primeroc de ellos, el Sarcomastigophora, incluye la
superclase Mastigophora (los flagelados), la superclase Opalina-~
ta (los opalinidosi y la superclase Sarcodina (las amibas). Los
otros subphyla son Apicomplexa (esporozoos y piroplasmas), Mi-
crospora {microsporidios), Mixospora (mixosporidios) y Cilio-

phora (ciliados y suctorios).

La superclase Sarcodina se divide en dos clases: Rhizopodea
y Actinopodea, La mayorfa de las especies par8sitas pertenecen
a Rhizopodea, aungue Actinopodea incluye algunas especies paré-

sitas de plantas y animales.



Superclase Sarcodina. Generalmente presentan pseuddpodos,
cctoplasma relativamente indiferenciado, cuerpo desnudo, repro-
duccibn asexual binaria y, si sc presenta, reproduccibn sexual

mediada por gametos flagelados.

Clase Rhizopodea. Su locomocibn asociada con la formacién
de lobopodios, filopodios y rizopodios; y presentan nutricibn

fagotréfica.
Subclase Lobosia. Presentan pseudopodos lobosos.

Orden Amoebida. Presentan cuerpo desnudo y son tipicamente

organismos uninucleados; muchos de sus miembros son pardsitos.

Familia Endamoebide. Todos los miembros son exclusivamen-

te parisitos.

Género Entamoeba. Incluyen numerosas especies parisitas de

vertebrados e invertebrados.

Especie E. histolytica. Es sin duda la especie mejor cono-

cida, ya que parasita al hombre, siendo el agente causal de la

disenteria amibiana.

3. Ciclo vital de Entamoeba histolytica.

E. histolytica posee cinco fases en su ciclo vital, que son:

la de trofozoito, la prequistica, la quistica, la metaquistica y

la de trofozoito metaquistico.

3.1. Trofogoito.
El trofozoito es una célula amorfa, altamente dinmica y

-extremadamente sensible a cambios microambientales, tales como:




temperatura, pH, osmolaridad y potencial redox. Es tipicamente
uninucleada y habita en 1as1§ltimas regiones del intestino del-
gado y en todo el intestino grueso del hombre y de otros prima-
tes, se le encuentra intimamente adherido a la mucosa intestinal.
El trofozoito mide de 20 a 40 um de didmetro y es tfpicamente
monopodial; ISu)nﬁéleblmide de 4 a 7 um de diametro y estd rodea-
do por una capa ﬁniforﬁe de grénulos, lo gue le da un aspecto de
anillo. La masa de cromatina estd distribuida generalmente en
forma uniforme y en ocasiones se le encuentra adherida a la cara
interna de la membrana nuclear. El cariosoma es una masa esfé-
rica pequeiia de aproximadamente 0.5 um de di&metro, localizada
en la parte central del nficleo (Martinez-Palomo, 1982). En el
citoplasma se distinguen dos porciones: el actoplasma y el endo-
plasma, El ectoplasma se caracteriza por ser hialino y abundan-
te, mientras que el endoplasma es ligeramente granular y mis es-
caso. El endoplasma del trofozoito contiene vacuolas alimenti=-
cias y de digestibn; asi como también, eritrocitos, leucocitos,
bacterias y desechos celulares en el caso de que los trofozoiftos
sean aislados directamente de un paciente con disenteria amibia-
na. Sin embargo, no presenta los organelos diferenciados encon-
trados en células eucaribticas tipicas i.e., mitocondrias, apa-
rato de Golgi, reticuld endoplasmico rugoso, centriolos y micro-

tGbulos (Deutsch y Zaman, 1959; Osada, 1959).

3.2, Prequiste. y
Afin no se sabe por qué en un momento dado algunos de los-
trofozoftos habitantes del intestino humano asumen la forma pre-

- quistica, en la cual se observa que el citoplasma disminuye de '
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tamano y se redondea. Las inclusiones alimenticias son expulsa-
das, y al mismo tiempo los cuerpos cromatoides comienzan a apa-
recer, Estudios de ébsorciﬁn ultravioleta (Barker y Svihla,
1964) y andlisis preliminares de sedimentaci6n junto con estudios
de microscopia electrfnica (Morgan y col., 1968) sugieren que el
cuerpo cromatoide estd compuesto de ribosomas o de precursores
ribosomales. Barker y Swales (1972) suponen que gran nﬁmero de
ribosomas son sintetizados en esta fase prequistica, aungue no
sean utilizados hasta que existan condiciones adecuadas para quer
ocurran el crecimiento y la diferenciaciﬁn. Kusamrarn y col.
(1975) consideran que el cuerpo cromatoide, es incapaz de parti-
cipar en el procesc de sintesis proteica y por tanto estg rela-

cionado con periodos de actividad metabblica reducida.

3.3. Quiste;

Los quistes deigg hiétblzﬁica.son esféricos y estén rodea-
dos por una pared refractaria compuesta principalmente por qui-
tina. El tamafio varfa entre 3.5 a 20 um de didmetro. Cada
quiste contiene cuatro nficleos prominentes, cada uno con un en=-
dosoma central, gr&nulos de glucégeno y un agregado de cuerpos
cromatoides, los cuales son caracteristicos de los quistes ma-
duros. El citoplasma y el nficleo del guiste maduro muestran una
estructura similar a la descrita anteriormente para el trofo=-
zoito (Miller y Deas, 1971; Proctor y Gregory, 1973; Rondanelli
y col., 1974). A medidé que el quiste madura los depbsitos de
glucbgeno disminuyen (Ch8vez y col., 1978). El enquistamientb

de E. histolytica en cultivo es favorecido por el crecimiento

exponencial de los trofozoitos antes de la diferenciacibn, la
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carencia de nutrientes y la disminucibn de la tonicidad del me-
dio. Mientras que in vivo el quiste se forma cuando existen
condiciones adecuadas para la formaci6bn de heces s6lidas norma-
les (Mc Connachie, 1969). Los quistes son las‘fdrmas infectivas,
salen fuera del hospedero mediante las heces y son ingeridos por
éste en aliméntos o en agua contaminada. Los guistes viajan por
el aparato digestivo y llegan a la regién del ileon, donde se

produce el desenquistamiento.

3.4. Metaquiste.

De cada quiste en proceso de desenquisfamiento emerge un
protoplasto desnudo tetranucleado que se divide inmediatamente
dando lugar a ocho trofozditos metaquisticos uninucleados (Cle-

veland y Sanders, 1930).

3.5. Trofozoito metaguistico.
Los trofozoitos metaquisticos pasan al ciego donde se
adhieren a la mucosa y maduran, dando lugar a trofozoitos, que

constituyen el estadio activo de desarrollo y multiplicacibn de

E. histolytica.

4, Epidemiologia de la amibiasis.

La amibiasis es una enfermedad infecciosa con distribucidn
mundial. Reportes de la Organizacibdn Mundial de la Salud indi-
can que el 10% de la poblacién mundial padece amibiasis y que el
15% de ésta sufre amibiasis sintomatica (WHO, 1969). La amibia—r
sis sintomatica como la subclinica son mds frecuentes en las zo- |
nas tropicales. En México, estd considerada como un problema de

salud pﬁbiica por su elevada incidencia. Gutiérrez y col. (1976)
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estimaron que el 5.95% de la poblacifn mexicana presenta anti-
cuerpbs séricos dirigidos contra E. histolytica y que la fre-

- cuencia de individuos con anticuerpos contra la amiba oscila
entre 2.53% y 9.95%, dependiendo principalmente de la edad, ~l
sexo y las condiciones sanitarias de la regifn estudiada. Este
porcéntaje corresponde a la amibiasis invasiva en la que se ven
incrementados los titulos de anticuerpos, particularmente IgG
(Maddison y col., 1968; Savana y Chaicumpa, 1969; Dasgupta, 1974).
En lo que respecta a la proporcibn de pacientes sin evidencia
clinica, se estima que en M&xico hay un paciente con amibiasis
invasiva por cada cuatro o cinco portadoresbasintométicos (Se-
pGlveda, 1976). Los casos de disenteria amibiana suelen ser es-

porddicos, aunque tambi&n se han presentado epidemias, general-

mente transmitidas por el agua (Andrews y White, 1936; Basnuevo,

1959). Los quistes son transmitidos a menudo al ingerir verdu-
ras, principalmente en los paises donde se usa el excremento

humano como fertilizante o cuando se riegan los plantios con
P

aguas negras.

En los climas templados, la amibiasis sintomdtica es poco

frecuente en ninos menores de 10 anos de edad, y las lesiones

tanto intestinales como hepiticas predominan en los varones

adultos.

5. Factores de virulencia de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica pueden permanecer en la
luz del intestino humano como .comensales, pero ocasionalmente
pueden invadir la mucosa intestinal produciendo disenterfa ami-

biana. En esta etapa son potencialmente capaces de diseminarse
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por via sanguinea a otros tejidos, dando lugar a lesiones extra-
intestinales. Hasta el momento no es posiblé explicar por qué
alqunas cepas amibianas son capaces de invadir los tejidos del
hospedero, mientras que otras pcrmanecen en la luz intestinal,
sin producir dano aparente. Estudios realizados por diversos
grupos de trabajo, sugieren que la virulencia de las cepas ami-
bianas correlaciona con ciertas propiedades bioldgicas de los
trofozoitos y de sus extractos, Entre estas propiedades pode-
mos mencionar: adhesidn a cé&lulas epiteliales en cultivo (Mar-
tinez-Palomo y col., 1980), susceptibilidad de aglutinacibn con
Concanavalina A (Trissl y col., 1977), capacidad de producir
efecto litico sobre células en cultivo (Orozco y col,, 1978;
Mattern y col., 1980; Ravdin y Guerrant, 1981) y la fagocitosis

de eritrocitos (Trissl y col., 1978; Orozco y col, 1983),

El mecanismo por el cual los trofozoitos de E., histolytica

daﬁah los tejidos del hospedero no estd completamente definido,
sin embargo existen evidencias suficientes que indican que dicho
mecanismo se llevé a cabo en tres etapas consecutivas: adhesi&n
a la cé&lula blanco, fagocitosis y efecto citopatico. Este Giti-
mo, esti definido como la capacidad de los trofozoitos para des-
truir monocapas de c&lulas en cuitivo {Mattern y col., 1978;
Orozco y col., 1980; Ravdin y dol., 1980) . Por otra parte, en

E. histolitica como en otros microorganismos patbgenos, la ini-

ciacibn de la invasibn tisular se presenta sblo cuando se rompe
el equilibrio hospedero-parésito, en el que la amiba permanece
como comensal. Los factores que participan en el rompimiento de

dicho equilibrio pueden ser de tres tipos: 1) los propios del




14

pa esencial para la colonizacidn y, en algunos casos, para la

subsecuente invasidn del tejido.

Estudios de microscopia electrdnica mostraron que los tro-

fozoitos de E. histolytica establecen contacto estrecho con cé-

lulas mamiferas in vitro, dejando un espacio entre ambas membra-
nas de aproximadamente 20 pm (Martinez-Palomo, 1982). Por otro
lado, estudios in vitro utilizando diferentes lineas de células
epiteliales en cultivo como son cé&lulas de rifidn de conejo

(Knight y col., 1974), células de rinbdn de perro de la linea

MDCK (Orozco y col.,:l§78) y cé&lulas de ovario de hé&mster chino
- (CHO) (Ravdin y Guerfant, 1981) sugieren que se requiere de con-
tacto entre los trofozoitos y la capa celular para que los tro-
fozoitos produzcan dafio, lo cual indica que la adhesidn precede

a la destruccién celular.

Se sabe muy poco acerca de las moléculas de E. histolytica
que participan en la adhesidn de los trofozoitos a la cé&lula
blanco, pero se sugiere la presencia de receptores especificos
localizados ;obre la superficie amibiana (Ravdin y Guerrant,
1981; Olguin, 1984). Kobiler y Mirelman (1980), aislaron y pu-
rifiéaron parcialmente una lectina a partir de trofozoiﬁos de

E. histolytica cultivados ax&nicamente. Esta lectina tiene 1la
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capacidad de aglutinar eritrocitos de diferentes especies, in-
cluyendo los humanbs, (Kobiler y Mirelman, 1980) y células CHO
(Ravdin y Guerrant, 1981). Ambas actividades de lectina de los
‘extractos amibianos son inhibidas por algunos carbohidratos es-
pécificos:‘N-acetil—glucoSamina y N-acetil-galactosamina, res-
pectiyamente. Orozco y col. (1982) .demostraron inhibicién esg-
pecifica de la adhesién de los trofozoitos a la célula blanco
'porvoligémeros de N-acetil-glucosamina y'N—acetii—galactosamina.
Ravdin y Guérrant (1985) encontraron que cl grado de inhibiciér
de la adhesifn pof N-acetil-galactosamina correlaciona con el

grado de virulencia in vitro de los trofozoitos de E. histolytica.

Estos mismos autores demostraron qgue la adhesifén amibiana es

inhibida por el uso de citocalasihas, drogas que tienen la pro-
piedad de intexferir con la formacién de microfilamentos. Este
resultado sugiere por tanto, la participaci6n del citoesqueleto
amibiano ent el proceso de adhesi6n de los trofozoftos a la célu-
la blanco (Ravdin y Guerrant, 1981). La adhesi6n si bien parece

ser €l primer evento del mecanismo de agresi6n de E. histolytica

no guarda relacién directa con la virulencia de las cepas ami-
bianas, ya que clonas eficientes en adhesién mostraron grados
variables en virulencia (Orozco y col., 1982, 1983, 1986, Rodri-

guez, 1985).

5.1.2, Aglu%inacién con Concanavalina A.
Trissl y col. (1977) reportaron que las cepas patdgenas de

E. histolytica son m&s ficilmente aglutinadas con Concanavalina

A (Con A)' que aquellas aisladas dé‘pacientes asintomiticos, Es-

to parecia indicar qde'la mayor susceptibilidad a la aglutina-
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cibén con Con A era un rasga distintivo de cepas altamente viru-
lentas. Sin embargo, Orozco (1981) realiz6 este mismo estudio
en tres cepas de diferente yirulencia y no encontré diferencias
en su capacidad para aglutinarse con Con A, con lo cuallmostré
que no existe correlacibn entre esta propiedad y la virulencia
de las cepas. No obstante, no se descarta que las glicoprotei-
nas reconocidas por con A pueden estar involucradas en la rela-

cién huésped-parisito.

5.1.3. Carga eléctrica de superficie.

Se éabe que la mayoria de las~superficies celulares que
participanlen la a&hesién presentan carga negativa neta. Trissl
y col. (1977) midieron la cargé eléctrica de superficie de cepas
pat6genas y no patdgenas. En las cepas patbgenas no detectaron
carga negativa sobre la superficie amibiana, mientras que en las

cepas no pat6genas, si. Esta propiedad extraordinaria de las

cepas pat6genas de E. histolytica podria favorecer la unién de

los trofozoitos'a'la célula blanco.

5.1.4. Efecto citopatico.

EL efecto citopatico se define como la capacidad de los
trofozoitos para destruir honocapas celulares en cultivb. Es-
tudios rea;izados por diferentes grupos de;trabajo han mostrado
gque el efecto citépético correlaciona directamente con la viru-

lencia de E, histolytica, ya que s6lo las cepas patégenas produ-

cen daho a las monocapas celulares (0Orozco y col.,'l978; Ravdin

y Guerrant, 1981; Bracha y Mirelman, 1984).
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5.1.5. Fagocitosis.
La fagocitosis es una caracteristica biol&gica de los tro-

fozoitos de E. histolytica que se ha visto involucrada tanto en

la citopatogenicidad in vitro como en la invasidn de los teji-
dos in vivo (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1982,
1983). Estudios microscSpicos han mostrado trofozoitos amibia=-

nos fagocitando activamente células blanco {(Chévez y col., 1974).

E. histolytica presenta aparentemente dos tipos de fagoci-

tosis: Uno altamente especifico, mediado por receptores de su-
perficie no identificados llamados adhesinas, las cﬁales parti-
cipan en la adhesién de los trofozoitos a la c&lula blanco. Su
especificidad se ha demostrado por las diferentes afinidades de
los trofozoitos para ingerir eritrocitos de varias especies ma-
miferas y diferentes cepas bacterianas (Ravdin y Guerrant, 1981;
- Bracha y col., 1982; Olguin, 1984). El otro mecanismo por el
cuél los trofozoitos hacen contacto con particulas fagocitables,
puede ser un mecanismo fisico no especifico mediado por fuerzas
electrost8ticas, como ocurre con la ingestibn de particulas de
almidén, de l&tex, de fierro, etc. Bracha y col. (1982) obser-

varon que los trofozoitos de E. histolytica ingieren rdpidamente

bacterias no fagocitables cuando &stas est&n cubiertas con Con A
o con anticuerpos antibacteria. Por lo cual, ellos postulan que
la adhesifn del anticuerpo o de la bacteria cubierta con Con A

a la superficie amibiana estd mediada por glicoproteinas 'manosi-
ladas y por otros tipos‘de moléculas especificas presentes en la
membrana plasm&tica, la cual interacciona fuertemente coﬁ molécﬁ-
las I9G (Bracha y col., 1982). Aparentemente, el enlazamiento

de anticuerpos y de la Con A genera una sefal, la cual origina - ,ff
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su ripida introduccidn al citoplasma.

Orozco y col. (1980) reportaron que la velocidad de eritro-
fagocitosis correlaciona directamente con la virulencia de va-~
rias cepas estudiadas. A su vez, la velocidad de eritrofagoci-
tosis puede estar determinada por el nlimero y la afinidad de
las adhesinas especificas y de otros receptores capaces de in-
teractuar con la célula blanco. Estudios recientes realizados
por Garcia-Rivera y col. (1982) utilizando mutantes deficientes
en adhesibn mostraron que la deficiencia en adhesidn se refleje
en una disminucidn de la velocidad de fagocitosis, asf como tam-
bién en la disminucibén de la virulencia in vivo e in vitro de
los trofozoitos. Sin embargo, otros factores tales como las
deficiencias para emitir la senal gque induce la ingestidn, para
desacoplar las proteinas del citoesqueleto y/o para digerir las
particulas ingeridas, pueden afectar la velocidad de fagocitosis

y la capacidad de los trofozoitos para producir dafio.

Adhesibn en ingestidn. La adhesidn de microorganismos a
células epiteliales es un evento cricial en la colonizacidn e
invasi6n de tejidos (Smith, 1977). La adhesi®n de Equsuﬂthxi"
a células epiteliales ha sido definida como una etapa fundamental
para que ocurran los mecanismos de destruccién celular y fagoci-
tosis (Orozco y col., 1980; Ravdin y col., 1980). Sin embargo,
la adhesidn es insuficiente para expresar la eficiencia de fago-
citosis y la virulencia; ya que cepas amibianas que difieren en
virulencia y en velocidad de fagocitosis, se adhieren con efi-
ciencia éimilar a epitelio intestinal, a monocapas celularés en

cultivo'y a eritrocitos (Orozco y col., 1982), indicando gue
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existen otros factores que junto con el mecanismo de adhesifn

determinan la patogenicidad del parésito.

Una vez que las particulas se adhieren a la membrana plas-
mitica, los pseudopodios amibianos las comienzan a rodear hasta
qgque las envuelven completamente. Este tipo de adherencia se ha

denominado "Adherencia circunferencial" (Griffin y col., 1976).

Quimiotaxis en la ingestidn. Aunque la adhesidn es la pri-
mera etapa comln en los procesos de fagocitosis y efecto citopé-
tico, éstos pueden ser precedidos por quimiotaxis, Se han defi-
nido varioé agentes quimioatrayentes para macr6fagos, entre
ellos: diferentes factores bacterianos, proteinas plasmiticas,
sistemas de complemento, de coagulacién y fibrinoliticos; asi
como varias céluiqs, especialmente neutrb6filos polimorfonuclea~
res (Sbarra y col., 198l). ©No se conoce la forma en que estos
factores interaccionan con la superficie celular y mds afin, la

+

atraccidén de las amibas por ellos tambi&n es meramente especula-

tiva.

Endocitosis. Ravdin y Guerrant (1981) reportaron la parti-
cipacibn de microfilamentos de actina en la locomocibn y fagoci-

tosis de E, histolytica, los cuales fueron inhibidos cuando los

trofozoitos fueron incubados en presencia de Actinomicina B y D,
drogas que inhiben la polimerizacidn de la actina y por tanto,

la funcibn de los microfilamentos.

Es probable que la membrana amibiana presente sitios endo-
citicos especializados constituyendo las &reas en las cuales se ,

pueden generar vesiculas pinociticas o fagociticas. Estos si-
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tios pueden estar distribuidos al azar sobre la superficie ce-

lular, o agrupados principalmente en el uroide.

Digestifn y Exocitosis. No hay evidencia directa que su-

giera la presencia de lisosomas tipicos en E. histolytica y tam-

poco se han estudiado apropiadamente los procesos de digestién:
y exocitosis en este parasito. Aley y col. (1984) sugieren que
ambos procesos se ilevan a cabo en el interior de dos comparti-
~mentos vesicularesvfécilmente distinguibles. El primero de e-
llos consiste en dos grandes vacuolas (mayores a 2 um de di&me-
tro que estén.intercambiando constantemente sus contenidos con
el medio ambiente. Estas vacuolas se distinguen de los lisoso-
mas eucarifticos tipicos porque no son capaces de acidificar ni
de degradar los marcadores que se utilizaron en este estudio,
El otro compartimento vacuolar ests compuesto por pequeias
vesiculas (menores a 2 um de diémetro), las cuales si écidifiéah
los contenidos, como se indicb6 en experimentos realizados con

naranja de acridina,

La exocitosis no se ha estudiado apropiadamente en

E. histolytica. Sin embargo, se han propuesto dos procesos

‘exociticos pafa amibas de vida libre. En el primero,.la amiba
expulsa el material no digerido y la membrana vacuolar se reincor-
pora a la superficie por‘fusi@n. En el segundo, la membrana
vacuolar se inserta o'sebintercala en el polo cdncavo del apa= .
rato de Golgi. Es muy probable que este segundo mecanismo no

se presente en E. histolytica, puesto que se trata de un euca-

rionte atipico que’ no presenta aparato de Golgi,
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5.1.6. "Actividad de toxina" de los extractos amibianos.

La capacidad de los extractos amibianos crudos para des-
truir monocapas celulares en cultivo ha sido reportada por va-
rios grupos (Lushbaugh y col., 1979; Bos y van der Eijk, 1980;
Mattern y col,, 1980). Los factores amibianos responsables de
la lisis celular no han sido identificados, aunque sin duda se
trata de uno o mis factores solubles que exhiben una actividad
semejante a proteasa. Varios grupos reportaron simulténeamente
la purificacibn parcial de una molécula parecida a una toxina
(Lushbaugh y col., 1979); Mattern y col., 1980; Bos y van der
Eijk, 1980). Bos (1979) demostraron que la actividad de toxina
estd restringida a proteinas cuyo peso molecular va de 35 a 45
Kd y parece ser de naturaleza glicoprotéica, ya que es capaz de
unirse a Con A. Aun cuando esta citotoxina tiene actividad en-
terotbxica, demostrada por la induccidn de exudado en una por-
cibn de 1leon ligada (Lushbaugh y col., 1979), el papel patogé-

nico de la toxina es desconocido.

Por otra parte, Rodriguez (1985) observd que los extractos

amibianos provenientes de mutantes de E. histolytica‘deficientes

en virulencia mostraron alta actividad de toxina. Por lo que se
sugiere que los factores de los extractos amibianos que causan
dafio a las monocapas celulares no son suficientes para la expre-

8ib6n de la wvirulencia.

5.1.7. Actividad de colagenasa.

Mufioz y col. (1982) reportaron en E. histolytica la presen-

cia de una enzima proteolitica gue digiere fibras de colégena.

tipos I y III. Esta enzima aparentemente est& localizada en la
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membrana plasmatica de los trofozoitos y se requiere de contacto
directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra la diges-
tién de la colagena. Mufoz y col. (1984) midieron la actividad
colagenolitica en cepas de E. histolytica con diferente viru-
lencia y encontraron que las cepas patdgenas presentan mayoxr ac=
tividad de colagenasa que las cepas no patdgenas. Estos resul-
tados sugieren que la actividad de colagenasa puede jugar un pa-.
pel importante en la invasidn de los tejidos del hospedero y por

tanto en la expresidn de la virulencia amibiana.

5.1.8., Efecto de "porameba".

Dos grupos de investigacifn han reportado recientemente la
existencia de proteinas de la membrana plasmitica, capaces de
formar poros en la membrana (PFM) de macrbfagos y linfocitos
kLinch y col., 1982; Young y col., 1982), Las proteinas PFM in-
ducen una rfpida despolarizacidn de la membrana de las.células
mencionadas e inducen el r&pido flujo de iones a través de la
membrana de vesiculas de fosfatidilcolesterol, las cuales fue-
yron utilizadas como modelo para estudiar este fendmeno. Las

A proteinas PFM son secretadas al medié s6lo después de exponer

" las amibas al iondforo de Calcio A-23187, Con A y un lipopoli-

sacirido de Escherichia coli. El papel de las proteinas PFM en
la patogénesis de la amibiasis no estéd definido, pero se cree
que participan en los eventos citoliticos observados en las cé-

lulas mamiferas que estuvieron en contacto con las amibas.

5.1.9. Actividad mitogénica.
Diamantstein y col. (1981) reportaron que los extractos amiF:y

- bianos crudos inducen la proliferacién de linfocitos T en indi-




viduos normales. Salata y Ravdin (1985) estudiaron esta propic-
dad en varias cepas amibianas, y encontraron que la actividad
mitogénica de los extractos de la cepa HM1:IMSS fue inhibida
por asialofetuina, molécula gque presenta tres residuos termina-
les de N-acetilgalactosamina. Esta observacidn correlaciona con
" la lectina de superficie inhibible por N-acetilgalactosamina,
asi como tambié&n con la virulencia de cuatro cepas estudiadas
{Salata y Ravdin, 1985). Sin embargo, se requieren algunos es-
tudios m&s para determinar si la misma molécula de la supérfic‘e
amibiana es responsablé de las dos actividades: mitogénica y de
lectina, y determinar su papel en el mecanismo in vivo de los

trofozoitos de E. histolytica.

5.1.10. Evasibn de la respuesta inmune.

Estudios inmunolfgicos recientes han mostrado que las cepas
patégenas de E. histolytica presentan resistencia a la lisis por
el complemento (Calderdn y Tovar-Gallegos, 1980; Reed y col.,
1983), redistribﬁyen sus antigenos de superficie (Pinto da Silva
y col,, 1975; Trissl y col., 1978; Calderén y col., 1980), des-
prenden de su membrana plasmdtica antigenos enlazados a anti-
cuerpos e internalizan una cantidad importante de los antigenos
redistribuidos (Aust-Kettis y Sundquist, 1980; Calderdn y col.,
1980). Ademis, se ha observado que los trofozoitos también pre-
sentan resistencia a la lisis por leucocitos polimorfonucleares
(Tsutsumi y col., 1984; Ravdin y col., 1985). Por otra parte,
Kretschmer y col. (1985) detectaron un producto amibiano en el
sobrenadante de trofozoitos crecidos axénicamente, el cual es

capaz de inhibir la motilidad in vivo e in vitro de fagocitos
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mononucleares humanos. Estos podrian ser factores de virulen-
cia importantes que favorecerian la supervivencia de los trofo-
zoitos en el hospedero, mediante la evasidn de los mecanismos

inmunolégicos tanto humorales como celulares.

5.2. Factores del medio ambiente.
Algunas condiciones de cultivo pueden condicionar o modifi-
car la expresidén de la virulencia de los trofozoitos de

E. histolytica.

5.2.1l. Asociacibn bacteriana.
Durante mucho tiempo se pensd que la flora bacteriana era
indispensable para la expresidn de la virulencia amibiana.

Phillips y col. (1972) reportaron que las cepas de E. histolytica

cultivadas axénicamente por tiempo prolongado perdieron irrever-—
siblemente su capacidad de producir lesiones amibianas. Vincent
y Neal (1960) describieron la pérdida graduél de la virulencia
de cepas patdgenas cultivadas ax@nicamente. Bos y Hage (1975)
observaron que la virulencia de los trofozoitos crecidos con
flora bacteriana dismiﬁuyé cuando las bacterias fueron separadas
del medio de cultivo, mientras que la reasociacidn con bacterias
resultd en la readquisicibn de la patogenicidad. Bos (1975 y
Bos van de Gried (1977) estudiaron la virulencia de varias cepas
amibianas y encontraron que aguellas que se cultivaron con bac-
terias presentaron mayor virulencia que las gue se cultivaron
axénicaﬁente. Sin;embargo, Tanimoto y col. (1971) demostraron
que inoculando un nﬁmero elevado de trofozoitos axénicos, es po-
sible producir absceso hepdtico en himsteres. Este resultado fue

confirmado por varios autores (Diamond y col., 1974; Martinez-
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Palomo, 1978; Gharidian y Meerovich, 1979; Lushbaugh y col.,
1981) quienes encontraron que los trofozoitos cultivados sin
asociacibén bacteriana pueden producir absceso hepidtico. Mattern
y Keister (1977) lograron producir abscesos hepédticos con
inGculos muy pequenos en hémsteres recién nacidos, los cuales

son mucho més susceptibles a las lesiones hepéticas amibianas

que los hamsteres adultos.

Hasta el momento no se conoce la naturaleza de la relacidn
amiba-bacteria. Sin embargo, parece ser un fendmeno altamente
especifico en el que intervienen componentes de la superficie

de E. histolytica con actividad de lectina y residuocs de

N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina presentes en la su-
perficie bacteriana (Bracha y col., 1982; Kobiler y Mirelman,

1984).

5.2.2. Nfimero de subcultivos.

El nlmero y la forma en que se llevan a cabo los subculti-
vos de los trofozoitos de E. histolytica también pueden modifi-
car la expresién de la virulencia de las cepas patbgenas. Env
1957 Neal report6 gue las cepas patdgenas de E. histolytica pier-
den su virulencia después de cultivarlas por tiempo prolongado
con flora bacteriana mixta. Sin embargo, otros autores no han
observado cambiocs notables en la virulencia del mismo tipo de
cepas cultivadas por tiempo prolongado en condiciones axénicas
(Diamond, 1974; Gharidian y Meerovitch, 1979; Orozco, 1981).

Los pasajes repetidos de cultivds amibianos a través‘del higado
de animales experimentales incrementan la virulencia de cultinsrf

x&nicds (Bos, 1977), asi como de cultivos axénicos (Lushbaugh;y;JE
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col., 1978). En el ﬁltimo caso, e@s probable que el aumento en
la virulencia de las cepas estudiadas se deba a que durante la
serie de pasajes a través del higado, se esté favéreciendo el

crecimiento de subpoblaciones altamente fagociticas y virulen-

tas.

5.2,3. Colesterol.
Las condiciones_de cultivo pueden modular la virulencia de

las cepas de E. histolytica. Sharma (1959) observd incremento

en la virulencia de los trofozoitos después de la adicidn de co-
lesterol al medio de cultivo, Varios autores reportaron que la
virulencia de cultivos amibianos que la habian perdido, puede
ser reestablecida por 10 a 20 subcultivos en presencia de co-
lesterol (Das y Ghosal, 1976; Bos y van de Gried, 1977;
Meerovitch y Gharidian, 1978). Puesto que el colesterol es adi-
cionado al medio en forma sélida, es probable que durante este
procedimientd se seleccionen a aquellas amibas con alto indice

de fagocitosis y virulencia.

5.3. Pactores del hospedero.

Existen algunos factores del hospedero y del medio ambieﬁte
que se han visto involucrados en el egtablecimiento de la infec~-
cidn amibiana. Entre éstés se encuentran: colesterol sérico au-
mentado, baja aportacifn de &cido ascdrbico en la dieta, consumo
elevado de carbohidratos, dieta baja en proteinas, ausencia de
exposicibn previa a las amibas; asi como también factores climé-
ticos, emocionales y genéticos (Pérez-Tamayo y Brandt, 1971).
Por otra parte, es bien sabido que la incidencia de la amibiasis’

en el mundo es paralela al nivel sanitario y a la higiene de la
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comunidad (Elsdon-Dew y col., 1968).

llasta ahora hemos descrito alqunos factores que sc han
correlacionado con la virulencia de las cepas de E. histolytica,
entre los cuales han destacado diversas propiedades bioldgicas
de los trofozoitos amibianos. Sin embargo, afin no se ha defini-
do cuidles son los factores directamente involucrados en la ex-
presidén de la virulencia amibiana y cufles de ellos sdlo parti-
cipan en forma indirecta mediante la asociacién a verdadercs
factores de virulencia. Una forma préctica de abordar este pro-
blema fue el empleo de una estrategia genética que permitid ob-

tener mutantes de E. histolytica deficientes cn diferentes eta-

pas del mecanismo de agresién de los trofozoitos sobre la célu-
la blanco. Orozco y col, (1983) se interesaron en particular
por estudiar la relacidn que guarda la fagocitosis con el grado

- de virulencia presentado por diferentes cepas de E. histolytica,

para lo cual aislaron clonas con un grado de fagocitosis atenua-
da en relacidn con el de la cepa silvestre. La estrategia se-
guida por estos autores fue previamente descrita por Clarke

(1978) para aislar mutantes en motilidad de Dictyostelium discoideum,

la cual Consistid en eliminar trofozoftos altamente fagociticos
pbr envenenamiento con bacterias E. coli cepé CR34 Tim=, creciw-
das en medio suplementado con bromodeoxiuridina (BrdU), Los
trofozoitos se irradiaron posteriormente con luz de 310 nm, la
cual rompe el DNA en los sitios donde se incorpord BrdUr, Las
amibas que ingirieron suficiente cantidad de bacterias-BrdUr pa-
ra ser sensibilizadas mueren en el momento de la replicacién,
mientras gque los trofozoitos gque no fagocitaron bacterias—BrdU:‘f

_en alto grado, sobreviven al tratamiento. Los sobrevivientes se
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cultivaron en medio TYI-S-33 descrito por Diamond (L978), vy el
tratamiento se repitid por tres ocasiones. A partir de la pobla-
cibn tres veces tratada, se obtuvo una clona, la L-6 (Fig. 1),
con propiedades biolbgicas diferentes a las de la cepa original

(Tabla 1).

El indice de fagocitosis de la clona L-6 fue 10 veces menor
que el de la cepa original HM1:IMSS, mientras gque la adhesidn a
eritrocitos humanos fue semejante a la de la cepa silvestre
(Fig. 2). El efecto citopétigo de los Frofozoitos de L-6 sobrc
células en cultivo fue menor en 35% que el de la cepa original.
Los trofozoitos de L-6 inoculados intrahepdticamente no produje-
ron absceso hepdtico:y tampoco se detectd "actividad de toxina"
de los extractos amibiénos de L-6 sobre monocapas celulares de
MDCK después de 12 horas de incubacidén. M&s tarde, Rodriguez
(1985) obtuvo diez clonas mas con fagocitosis atenuada mediante
mutagénesis de la clona A con etilmetanosulfonato, seguida por
seleccidn de poblaciones deficientes en fagocitosis de acuerdo
a la metodologia implementada por Orozco (1980). A las clonas
asi obtenidas se caracterizaron en base a su respuesta en los
siguientes cuatro pardmetros: velocidad de eritrofagocitosis,
eficiencia de adhesidén a eritrocitos humanos, capacidad de pro-
ducir efecto litico sobre células epiteliales en cultivo, "acti-
vidad de toxina" de los extractos amibianos y virulencia in vivo,
medida como la capaéidad de los trofozoitos para producir absce-
so heptico cuando son inoculados intrahepdticamente en hamsteres.
Todas las mutantes deficientes en fagocitosis mostraron ser de-

ficientes en virulencia y en capacidad para destruir monocapas
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Figura 1
P Obtencidn de la clona L-6

Trofozoitos de la cepa HM1:IMSS se pusieron a interaccio-
nar con bacterias E. coli CR 34 Tim- crecidas en medio suple-
mentado con BrdU durante 3h. Al término de este tiempo, los
trofozoitos se lavaron y se incubaron 24 h a 37°C, para permi-
tir que el BrdU se incorporara en el DNA amibiano. Posterior-
mente, los trofozoitos se irradiaron con luz de 310 nm por 2h

y los sobrevivientes se clonaron en medio liguido.

(Tomado de: "vVirulencia y propiedades de superficie de

Entamoeba histolytica" Orozco 198l).
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Figura 2
Adhesién y eritrofagocitosis de las clonas A y L-6

Trofozoitos de las clonas A y L-6 se pusieron en contacto

con eritrocitos humanos. Las preparaciones se incubaron:

a) A 37°C (A+F)r
b) A 37°C y se agriegd agua antes de fijar con glutaralde-
hido (F), vy

c) A 0°C.

Se contrastaron con diaminobencidina y se contaron los eri~- -

trocitos adheridos Y/o ingeridos por trofozoito.

(Tomado de: "Virulencia y propiedades de superficie de

Entamoeba histolytica" Orozco, 1981).
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TABLA I

Fenotipos de las clonas A y L-6 de E, histolytica

Cepa Adh Fag Ctp Ctx Vir
HM1:IMSS 100 100 100 100 100
Clona A 100 © 90 100 100 . 100
Clona L=-6 100 15 20 0 0

Los fenotipos se tomaron como porcentaje de aquellos motrados
por la cepa HM1:IMSS. Adh.= Adhesibén de eritrocitos a 4°C,

i0 min incubando una amiba por 100 eritrocitos. Fag = Fagoci-
tosis de eritrocitos a 37°C, 10 min, incubando una amiba por
cada 100 eritrocitos. Ctp = Capacidad de eritrocitos vivos
para destruir monocapas celulares en cultivo. Ctx = Destruc- ’
cién de monocapas celulares por extractos amibianos crudos.
Vir = Virulencia medida como la capacidad de los trofozoitos

para producir absceso hepdtico en hdmsteres jévenes.
Las clonas A y L-6 fueron aisladas de la cepa HML:IMSS.

(Tomado de: "Virulence =related properties in E. histolztida"fﬁ

Orozco y col., 1986Db).




32

celulares, mientras que sb6lo tres de ellas mostraron ser defi-
cientes en adhesién y otras tres presentaron escasa "actividad
de toxina". Estos resultados sugieren que la fagocitosis es un
factor directamente involucrado en la expresidn de la virulencia
amibiana, mientras que la participacidn de la adhesidn y de la
"actividad de ﬁoxina" parece ser necesaria pero no indispensa-
ble para la expresibn de la misma. Siendo por tanto la fagoci-
.

tosis un evento fundamental en el mecanismo de agresidn de

E. histolytica sobre la célula blanco, resulta sumamente intere-

sante conocer las bases moleculares que rigen este proceso. En
la actualidad, este tipo de estudios se ha visto relativamente
simplificado gracias al desarrollo de metodologia en los campos
dé Iggenieria Genética y Biologia Molecular,

ﬁna estrategia que podria ser utilizada para el estudio de
macromoléculas involucradas en la fagocitosis amibiana, seria el

aislamiento de los RNAs mensajeros de E. histolytica, los cuales

podrfan ser posteriormente caracterizados de acuerdo al tipo y/o
cantidad de péptidos sintetizados en un sistema de traduccién

in vitro - RNA dependiente. El siguiente paso, seria seleccio-

nai del conjunto de productos de traduccibn, sblo aquellos pépti
dos involucrados en la fagocitosis. Esto podria llevarse a cabo
por inmunoprecipitacién de los productos de traduccidn con anti-
cuerpos monoclonales y/o policlonales. Eventualmente, los RNAs

mensajeros especificos podrian ser purificados y utilizados para
identificar y caracterizar la expresidén de los genes que codifi-
can para proteinas relacionadas con la fagocitosis, mediante la

construccibn de cDNA marcado radioactivamente.
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G. Acido ribonuclceico.

[y

El &cido ribonucleico (RNA) es una macromolécula que par-
ticipa junto con el &cido desoxirribonucleico (DNA) en el ;lma—
cenamiento y en la transferencia de la informacidn genética.
Ambos son componentes iﬁpoftantes de las cé&lulas, y constituyen
en conjunto éntre el 5 y 15% de su peso seco. Cada tipo de dci-
do nucleico se distingue por la secuencia de bases heterocicli-
cas caracteristicas de sus mondmeros nucleotidicos. E1 DNA es-
td constituido por cadenas de deoxirribonucledtidos unidos con-
valentemente, y el RNA estid integrado por cadenas de ribonucled-
tidos. El1 DNA y el RNA tienen en comlin cierto tipo de propieda-
des quimicas y fisicas debido a que en ambos, las unidades nu-
cleotidicas se hallan unidas convalentemente de idé&ntica manera

. mediante puentes fosfodiéster establecidos entre el grupo
5'-hidroxi%o de un nucledtido y el grupo 3}—hidroxilo del si-~
guiente. De este modo, el esqueleto de ambos, DNA y RNA, esti
constituido por grupos alternantes de fosfato y pentosa, en los
que los puentes fosfodié&ster proporcionan una continuidad conva-
lente, Las bases de purina y pirimidina de las unidades nucleo-
tidicas no se encuentran en la estructura del esqueleto, sino

que constituyen cadenas laterales diferenciadas.

Una célula eucariética tipica contiene aproximadamente 1 X
10—5‘ug de RNA, 80-85% del cual es RNA ribosomal, 10 al 15% estd
-formado por una variedad de especies de bajo peso molecular (RNA
de transferencia, RNAs nucleares pequehos, etc.); mientras que el

RNA mensajerc constituye 1 a 5% del RNA celular total.
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6.1. RNA mensajero.

El RNA mensajero contiene las bases: Adenina, Guanina; Ci-
tosina y Uracilo. Se sintetiza en el nficleo durante cl proceso
de transcripcibn, en el que la secuencia de bases de una hebra
del DNA cromosdmico se transcribe enzim&8ticamente en forma de
una sola hebra de RNAm; cierta cantidad de RNAm se sintetiza
tambi8n en la mitocondria. ILa secuencia de bases de la hebra
de RNAm es complementaria a la hebra de DNA de la cual fue trans-
crito. Después de la transcripcidén el RNA pasa al citoplasma y
luego a los ribosomas, en donde actfia como una plantilla para
la ordenacibn secuencial de los aminodcidos durante la sintesis
de proteinas. Aunque el RNAm constituye sflo una pequeia parte
del RNA total de la célula, aparece sin embargo en muchas formas
diferentes qué pueden variar muchisimo en peso molecular y en’
secuencia de bases. Cada una de las miles de proteinas diferen-
tes sintetizadas por la célula, es codificada por un RNAm espe-
cifico o por un segmento de una molécula de RNAm {(Lehninger,

1981).

Los RNAs mensajeros de las c&lulas eucaribticas se caracte-
rizan por tener un casquete de nuclebtidos metilados en el extre-
mo 5', asi como una cola de &cido poliadenilico (poli A) en el
extremo 3'. Ambas modificaciones son encontradas en los precur-
sores nucleares del RNAm y son introducidas post-transcripcional-

mente por actividades enziméticas independientes de la RNA poli-.

merasa. La cola de poli A no estd codificada en el genoma, pero

es adicionada después de la transcripcidn, alin en el nficleo. La

inhibicién de la poliadenilacién evita la aparicidn del RNAM en.L;
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el citoplasma. Esto sugiere que su funcidn es la de favorecer

el transporte del RNAm del nficleo al citoplasma. Otras posibles

funciones est@n relacionadas con la estabilidad del RNAm o en la

unién de los mensajeros a las membranas. La cola de poli A esti

constituida por aproximadamente 200 restos de adenilato sucesivos

(Lewis, 1980).

En el RNAm de cé&lulas eucaribticas el extremo 5' se encuen-
tra blogqueado por la formacidén de una unibn 5'-5'pirofosfato y
un racimo de grupos metilo unidos convalentemente a la estructu -
ra (Perry y Kelly, 1974). Esta modificacién post-transcripcio-
nal vuelve inaccesible la base terminal original. Se cree que
tiene dos funciones obvias: proteger al mensajero contra la de-
gradacibn del extremo 5', y proveer una caracteristica para su
reconocimiento por el ribosoma. Este casquete de grupos metilo

no se ha encontrado en el RNAm mitocondrial (Lewis, 1980}.

6.2. Aislamiento de RNA poliadenilado.

La presencia de la cola poli A en los RNAm's eucaribticos
- tiene gran importancia préctica, ya que gracias a ella es posi-
ble aislar poblaciones RNA poli A+ del resto de poblaciones RNA

poli A-, Esta (Gltima formada principalmente por RNAr y RNAt,

Las técnicas m&s comfinmente usadas se basan en el aparea-
miento de la regidn poli‘A a oligo U o AT, el cual se encuentra
enlazado quimicamente a un soporte sdlido, por ejemplo: Scfaro-
sa o Celulosa. El RNAipoli A+ retenido se recupera tratando la

columna con una solucidn salina de fuerza ibnica baja, que rom-

pa los enlaces de hidrdgeno establecidos entre la cola poli Ay
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el oligo U o dT, y de esta manera libere el RNAm (Aviv y Leder,

1972).

6.3. RNA ge Entamoeba higtolytica.

Existen numerosos reportes concernientes al aislamiento y
caracterieacidn del RNA en protozoarios, especialmente RNAr.
En algunos protozoarios, el RNAr asociado a la subunidad 'mayor
es, aparentemente, un polinuclebtido intacto (Hyde y col., 1981l);
Sherman, 1977; Trigg, 1975). Sin embargo, en muchos protozoarios
y en algunos eucariotes inferiores, el RNAr de la subunidad ma-:
yor es l&bil (Davis y Mussesman, 1980) y se disocia bajo condi-
ciones desnaturalizantes en dos fragmentos de aproximadamente el
mismo tamafio, comparables en tamafio al RNAr asociado a la subuni-
dad menor:(Castro y col., 1981; Herndndez y Castaﬁed;, 1981).
El RNAidel género Entamoeba ha sido escasamente estudiado. Es
rposible que esto se deba en parte a las dificultades que se pre-
sentan en el -aislamiento de RNA no degradado dg las especies de
Entamoeba. Quiz& dicha dificultad estribe fundamentalmente en
la presencia de una RNasa citopldsmica muy potente, cuya activi-
dad no pugde ser eliminada con extracciones fendlicas (Barker,

1976). En particular, las cepas de E. histolytica presentan nu-

merosas RNasas solubles (Ahzar y Mohan, 1975) y una RNasa unida
a los ribosomas y a las subunidades ribosomales (Prachayasittikul
y Albach, 1982). Morgan y col. (1968) detectaron una RNasa en

los quistes de E. invadens.a la cual son sumamente sensibles los

 ribosomas de tales quistes (Morgan y col., 1968). A pesar de es-

tas dificultades té&cnicas, ya se ha reportado el aislamiento y

caracterizacibn del RNA de quistes y trofozoitos de E# invadens
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{(Barker y Swales, 1972; Barker, 1976). En el caso de

E. histolytica, Albach' y col. (1977) presentaron evidencias que

sugieren un alto grado de labilidad del RNAr in vivo. Dichas
eQidencias‘consistieron en la rapidez con la cual el RNA cito;
plasmico marcado con 3H-Uridina sufrid recambio., En 1984 este
mismo grupo de autores reportd el aislamiento y caracterizacibn
del RNA de los trofozoitos de este pardsito mediante algunas mo-
dificaciones hechas a la t&cnica descrita por Solimosy y col.
(1970). Las poblaciones mayofitarias encontradas fueron de

4s, 55, 178 y 258 (Tabla II). La estabilidad de dichas pobla-
ciones fue examinada por incubacibn de los extractos de RNA a
varias temperaturas y posterior anélisis en geles de poliacrila-
mida en condiciones no desnaturalizantes. E1 RNA 255 se distin-
guid de loszNAs 4S8, 55 y 17S por ser especialmente inestable a
'temperaturas superioreé a 37°C, dando lugar a las poblacioneé‘

l6s y 17s.

7. Sistemas de traduccibn in vitro.

Los sistemas de traduccibn in vitro (IVTs) han sido amplia-
mente utilizados para la caracterizacién de RNAm's eucariéticos.
Este tipo de sistemas han permitido probar la existenciavde iden-
tidad de RNAm's especificos, asi como también ha sido posible de=-

linear el mecanismo de muchos eventos de la sintesis de proteinas.

El lisado de reticulocito es quiz& el sistema de traduccibn
in vitro mis eficiente y mds com@inmente utilizado. Se prepara a
partir de eritrocitos inmaduros, reticulocitos, de conejos hechos
anémicos por inyeccibn de‘l,2-acetilfenilhidrazina, el cual eérun :

potente agente hemolitico. Cuando el lisado de reticulocitos se:
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TABLA II

Coeficientes de sedimentacifn de las especies de RNA de

de E. histolytica

Especie Peso Molecular
25 S 1.31 x 10-°
17 s | 8.03 x 10-°
17 st 7.00 x 10-°
16 st 6.14 x 10->
5.8 s 4.80 x 10-7
5 8 . 4.00 x 10-4
4

4 S ' 2,50 x 10-

La especie de RNA 255 se disocia bajo condiciones desnatu-

ralizantes suaves {(entre 37°C y 55°C) en RNAs 17S y 16S.

Eqdflectroforesis de RNA total llevadas a cabo bajo condi- -

ciones completamente desnaturalizantes, se observd una es-

pecie adicional de 5.88.

(Tomado de: Aislamiento y caracterizacidn del RNA de

E. histolytica Albach y col., (1984).




39

complementa con hemina, un sistema generador de energia y un
aminodcido radioactivo continfia la sintesis de cadenas  de alfa
y beta globinas a partir de RNAm enddgeno a velocidades muy se-
mejantes a las que ocurren en la cé&lula intacta. El lisado de
reticulocitos contiene cantidades importantes de RNAs mensaje-
ros enddgenos. Esta caracteristica 1limitd por muchos afios el
uso de este éxtracto para la sintesis de proteinas libre de cé-
lulés a partir de RNAs mensajeros exbgenos. $Sin embargo, este
inconveniente fue superado con el procedimiento descrito por
Pélham y Jackson (1976) para eliminar la actividad RNAm endbége-

no de globina, por digestidn del lisado de reticulocitos con nu-

cleasa micrococal (proveniente de Staphyvlococcus aureus). La

actividad de esta enzima depende completamente de la presencia
de calcio y se inéctiva posteriormente por adicién de EGTA (un
agente quelador de iones Ca2+). Con este tratamiento el lisado
de reticulocitos se convierte en un sistema RNAm-dependiente,
cénservando ademds, arriba del 70% de su actividad de sintesis

proteica original (Perbal, 1984),

Recientemente se han prepérado dos sistemas IVT derivados
de gérgen de trigo (Shih y Kaesbery, 1973; Marcué y col., 1974)
y de células de ascitis de ratdn (Matthews y Korner, 1970; Aviv
y col., 1971). Estos sistemas tienen la ventaja de tener haja
actividad‘de RNAm endbgena, pero sblo traducen 1 - 5 veces cada
RNAm, mientras que.el lisado de reticulocitos de conejo es capaz
de hacerlo mis de 50 veces (Brawefman, 1974). Ademés, ambos sis-
temas son relativamente ineficientes para producir productos de

traduccibn completos de RNAms muy largos.
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Existe un segundo tipo de IVTs en el que se utilizan célu-
las enteras, oocitos de Xenopus (Gurdon y col., 1971). En este
sistema se microinyecta el RNAm junto con el aminofcido radiocac-
tivo en el citoplasma del oocito. La principal ventaja de este
sistema es que el RNAm inyectado puede ser traducido m&s de
100,000 veces en un pe;iodo aproximado de dos semanas; sb6lo que
requiere un equipo muy sofisticado para la micromanipulacién'y
la microinyeccidn. En este sistema ha sido posible acoplar la
transcripcidn y la traduccidn de DNA inyectado (Lane y col.,

1971; Marbaix y Lane, 1972; Berns y col., 1972; De Robertis y

Mertz, 1977).

En ninguno de los dos tipos de sistemas parece haber espe-
cificidad de tejido o especie, ILos RNAm's de una amplia varie-
dad de sistemas eucaridticos han sido traducidos cxitosamente.
Esto por si mismo demuestra la carencia general de controles
tr;ducqionales en forma de factores de iniciacidn capaces dé dis-

criminar entre diferentes mensajeros.

Otro uso importante de los IVTs heterdlogos es la identifi-
cacidn de precursores que puedaﬁ}ser inestables in vivo, pero
que pueden acumularse degido a iasfalta de procesamiento in vitro.
El sistema de oocito de Xenopus no es adecuado para este propdsi-
to, va que en algunos casos es capaz de procesar precursores pro-
teicos (Berridge y Lane, 1976; Laskey y col., 1972; Ghysdael y
col., 1977). La fuente de proteasas responsables no es conocida,-
pero existe la posibilidad de que cuando menos alqunas reacciones de
procesamiento proteico sean comunes a oocitos y a otros tejidos

- O especies,
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fagocitosis es una de las principales funciones celula-
res que determinan la virulencia del protozoario parasito
E; histolytica (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1983),
y por ello resulta sumamente interesante e importante estudiar
las bases moleculares que rigen este fenfmeno. El mejor conoci-
miento de las propiedades biolbgicas de E. histolytica nos per-
mitiri bloquear su mecanismo de agresidn sobre el hospedador en
sus fases tempranas y de esta forma colaborar en el control de

¥

esta enfermedad parasitaria de primera importancia en México.




42

IV, OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue detectar la presen-

cia de una o mds proteinas involucradas en el proceso de fagoci-

tosis amibiano. Con tal fin, nos propusimos los siguientes ob-

jetivos particulares:

.l.

Aislar RNA total de trofozoitos de las clonas de A y L-6 de

E. histolytica.

Aislar RNA poliadenilado, gue esta enriquecido en especies
de RNA mensajero, a partir del RNA total de las clonas an-

i .
tes mencionadas.

Montar un sistema de traduccién in vitro derivado de re-

ticulocitos de conejo.

Traducir in vitro los RNAs mensajeros de las clonas Ay L-6
y determinar si hay diferencias en los patrones electrofo-

réticos de los productos de traduccidn.

Montar un sistema para inmunoprecipitar los productos de

traduceibén in vitro.

Inmunoprecipitar los productos de traduccidén in vitro de

los RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 con anticuerpos

policlonales y monoclonales y determinar si estos anti-
cuerpos reconocen cuando menos una proteina involucrada

en el proceso de fagocitosis amibiano.




V. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de las clonas A y L-6 se cultivaron en con-
diciones axénicas a 37°C en el medio TYI-S-33 descrito por Dia-
mond y col, (1978), suplementado con 15% de suero bovino (dyclone)
Laboratories, USA) previamente inactivado por calentamiento a
56°C, 30 min. 3% de mezcla de vitaminas de Diamond (Noth Biolog.,
USA), 4 UI de penicilina/ml y 57 ug de estreptomicina/ml. Las
células en fase logaritmica de crecimiento se recolectaron por
incubacibn en bano de hielo por 5 a 10 min y centrifugacidn a
360 X g por 10 min (en centrifuga Beckman TJ-6). La pastilla
celular obtenida se lav6é 3 a 4 veces con solucidn salina amorti-
guadora de fosfatos (PBS) pH 7.0 con cobjeto de eliminar los res-

tos de medio.

2. Aislamiento de RNA.total.

En todas las operaciones en las que se manejé RNA se guar-
daron las siguientes precauciones con objeto de evitar contami-
nacién por ribonucleasas ex8genas: todo el material de vidrio
utilizado se lavd con mezcla crémica y se calent6 cuanto menos
4 horas a 200°C, el material de plastico empleado siémpre fue
" nuevo y'estéril, las scluciones se prepararon con reactivos de
la mejor calidad disponible utilizadno agua tridestilada estéril.
Todas las soluciones se esterilizaron en autoclave (L20°C, 20
min), excepto aguellas soluciones termosensibles, las cuales se
filtraron inmediatamente después de su preparacibfn a través de
membranas con tamafio de poro 0.22 um (Millipore Co., USA). En

todos los procedimientos que involucraron el empleo de RNA se
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utilizaron guantes de plistico desechables para proteger las so-
luciones de las ribonucleasas de la piel. El fenol utilizado pa-
ra la extraccién de RNA fue previamente redestilado y almacenado

en alicuotas a -20°C.

2.1. Preparacidn de RNA polisomal de cerebro de rata.

E1l RNA polisomal de cerebro de rata se prepard por una com-
binacién de los métodos de Schreirer y Staehelin (1973) y Gozes
y col. (1975). Los cerebros de ratas de 8 dias de nacidas se la-
varon tres veces con PBS pH 7.0 y se homogenizardn con un ml de
solucién a (NH4CI 0.1 M, acetato de magnesio 5 mM, sacarosa 0.2
M, DTT 1.0 mM y Tris—-HCl 20 mM pH 7.6) por cada cerebro, utili-
zando un hoﬁogenizador tefldén-vidrio. El homogenizado se cgntri-
fug6 20 min a 17,000 X g (rotor HB4 de la centrifuga Sorvall
RC-5B) y al sobrenadante se le adiciond 0.1 volumen de desoxicolato
de sodio (DOC) al 10%. Alicuotas de 30 ml de este sobrenadante
se colocaron cuidadosamente sobre un gradiente de sacarosa dis-
continuo formado por 4 ml de sacarosa 1.8 M en solucién A v 4 ml
de sacarosa 1.0 M en solucidn A. Los gradientes se centrifugaron
18 h a 25,000 rpm a 4°C en el rotor SW 28 de la ultracentrifuga
Beckman L5-50. Cada pastilla se résuspendié en 1.0 ml de solu-
ci6én B (NaCl 0.1M, EDTA 1 mM y Tris-Hcl 0.1M pH 9.0). Las sus-
pensiones se reunieron y se ajustaron a una concentracién final
de SDS al 1%. Se afadid un volumen igual de Cioroformo / Fenol /
Alcohol isoamilico, 24 : 24 :1 (CFI) y se agitd durantevs min a
temperatura ambiente. Las fases acuosa y orgénica se separaron
por centrifugacidén a 8,000 X g (rotor HB4 de la centrifuga Sorvall

RC-5B) durante 5 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se



recuperd y se guard6 eh bafio de hielo, mientras que la fase or-
génica se reextrajo con un volumen igual de solucién B. Se cen-
trifugé nuevamente para separar las fases orgénica y acuosa. Se
reunieron las fases acuosas y se reextrajeron con un volumen
igual de CFI a temperatura ambiente, hasta que la interfase en-
tre las fases orgénica y acuosa se observ§ completamente libre
de proteinas desnaturalizadas. Finalmente, la fase acuosa se
extrajo dos’ veces con CI (Cloroformo / Alcohol isiamilico 24

1) para eliminar restos de fenol. Para precipitar el RNA, la
fase acuosa se ajustd a una concentracibn final de acetato de
sodio 0.3M y se le adicionaron 2.5 volGmenes de etanol absoluto
frio. Se dejé precipitar toda la noche a -20°C. El RNA preci-
pitado se recuperd por centrifugacidén a 17,000 X g (rotor HB4

de la centrifuga Sorvall RC-5B) durante 30 min a -10°C. La pas-
tilla se secd durante 10 min con vacio y se lavd dos veces con
etanol al 70%, se secé nuevamente y se resuSpendié en 1.0 ml de
agua desionizada estéril. Se tomd una dlicuota para determinar
su concentracidn y se midié su absorbancia a 260 nm. El1 RNA se
almacend en alicuotas a -70°C a una concentraci6bn de 5.0 mg de

RNA/ml de solucidn.
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2.2. Aislamiento de RNA de Entamoeba histolytica.

2.2.1. Método de LiCl 3M, Urea 6M.

En este caso se siguid el procedimiento descrito por Auffray
y Rougeon (1979). Una pastilla congelada de trofozoitos se homo-
genizb en‘lo volGmenes de LiCl 3M, Urea 6 M durante 1 min a 4°C
con agitacidn vigorosa en Vortex. El homogenizado se colocd en
tubos de polialbémero SW 41 y se dejd 32 horas en hielo. Los tu-
bos se centrifugaron 1 hora a 25,000 rpm en rotor SW 41 a 2°C.
La pastilla de RNA se disolvid en Tris-HC1 10 mM pH 7.5, EDTA
10 mM, SDS 0.1% y proteinasa K 50 ug/ml. Esta mezcla se incubd
15 min a 37°C y posteriormente se extrajo do§ veces con un volu~
men igual de CFI y dos veces con CI. Las fases acuosa y orgéni-
ca se separaron después de cada extraccidn por centrifugacidn a
8,000 X g 10 min a temperatura ambiente. El RNA se precipitd
de la fase acuosa por adicidn de 0.1 volumen de acétato de sodio
3M vy 2.5 volGmencs de etanol absoluto. El1 RNA se disolvi6 en
agua y se reprecipitd dos veces mds. Finalmente, la pastilla de

RNA se disolvid en agua y se almacend en alicuotas a -20°C.

2.2.2, Método de fenol - SDS.

Esta extraccidn se bas6 en el método descrito por Rosen y
col. (1975). La pastilla de trofozoitos previamente lavada con
solucidn salina 0.89% se homogenizd en un homogenizador de vi-
drio con 10 volfimenes de SDS 0.5%, EDTA 25 mM, NaCL 75 mM nH
8.0 y 10 vollmenes de fenol recién destilado saturado con Tris-
HC1l 0.1 M pH 8.0 en bafioc de hielo durante 3 min. La emulsibn
resultante se incub6 30 min en bafioc de hielo y se centrifugd a

17,000 X g 20 min a 4°C. La fase acuosa y la interfase se re-
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extrajeron con un volumen igual de CFI (cloroformo/fenol/alcohol
isoamilico 24 : 24 : 1) 5 min a temperatura ambiente y se centri-
fugb 10 min a 8,000 X g a 20°C. Ta fase acuosa sc separd cuidado-
samente y se adiciond proteinasa K a una concentracién dé 20 ug/ml.
Esta mezcla se incub® 15 min a 37°C y se extrajo 3 veces més con
CFI y dos veces con CI (cloroformo/alcohol.isoamilico 24 : 1),

El RNA se precipité de la fase acuosa por adicidn de 0.1 volumen de
acetato de sodio 3M y 2.5 volfimenes de etanol absoluto. Se dejé
precipitando toda la noche y posteriormente se recuperd por cen-
trifugacién a 17,000 X g a -10°C por 30 min. La pastilla de RNA
se secd con vacio, se resuspendid en agua y se reprecipité en dos
ocasiones sucesivas. Finalmente el RNA se resuspendié en aguary

se almacend en alicuotas a -20°C.

2.2.3. Método DEP-SDS.

Se utilizé el método descrito por Albach y col. (1984). Las’
amibas se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en solu-
cibén amortiguadora de extraccidn (Tris-HC1l 0.05M pH 7.5, NaCl 0.5M,

6 trofozoitos por ml.

MgS504 5 mM) a’una concentracidén de 1 X 10
Se agregd SDS a una concentracibén final de 1% e inmediatdmente
después se adiciond 0.02 ml de dietilpirocarbonato (DEP) por cada
nl de suspensién. Las células se homogenizaron en frio utilizan-
do tubos con tapa de rosca. El homogenizado amibiano se incubb
5 min a 30°C con agitacidn ocasional y se enfrid ré&pidamente én
hielo. Posteriormente, esta mezcla se centrifugd 5 min a 8,000

X g (rotor HB4 de la centrifuga Sorvall RC-5B), se recuperd el
sobrenadante y a é&ste se le adicioné NaCl a una concentracibn fi-

nal de 0.1 g/ml. La mezcla se incubd 5 min a 30°C y después se

enfrid rdpidamente en hielo durante 5 min. El homogenizado se
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centrifugé a 10,000 X g (rotor HB4 de la centrifuga Sorvall
RC~5B) 10 min'a 4°C, se recuperb el sobrenadante y éste fue re-
centrifugado a 4°C, 20 min a 23,000 X g (rotor HB4 de la centri-
fuga Sorvall RC-5B). El RNA se precipitd adicionando 0.1 volu-
men de acetato de sodio 3M PH 5.2 y 2.5 vollGmenes de etanol ab-
soluto frio. El RNA se ajustd a una concentracién de 5 mg/ml en

agua y se almacené en alicuotas a -20°C.

2.2.4. Método de Isotiocianato de guanidina - CsCL.

Se utilizd una combinacién de los métodos propuestos por
Glisin y col. (1974) y Ullrich y col. (1977) con algunas modifi-
caciones propuestas por el Dr. Federico S&nchez (comunicacibn
personal). Una pastilla celular que contenia aproximadamente

7 trofozoitos se lav6 tres veces con PBS e inmediatamente

8 X 10
se congeld en nitrbdgeno liquido. A la pastilla congelada se le
adiciond 1 ml de solucidn amortiguadora de homogenizacifén {(iso=-
tiocianato dg guanidina 5M, Tris-HC1l 50 mM pH 7.6, EDTA 25 nM,
Sarkosil 2% y 2-mercaptoetanol) por cada 1 X lO7 células y se
homogenizd por agiﬁacién vigorosé en Vortex durante 1 min a 4°C.
El lisado celular se centrifugd 20 min a 17,000 X g a 20°C. Se
desechd la pastilla y al sobrenadante se le adicionaron 2.2 vo-
lGmenes de solucién amortiguadora de homogenizacién y 0.85 vo-
lfimenes de CsCL 5.7 M en EDTA 5 mM. Esta preparacién se deposi-
t6 cuidadosamente sobre un colchdén de 5 ml de CsCl 5.7 M, EDTA -

50 mM y se centrifugd durante 22 horas a 20°C a 25,000 rpm en

rotor SW 28 de la ultracentrifuga Beckman L5-B. La pastilla

transparente de RNA se resuspendi6 en 8 ml de agua y se precipi-

t6 por adicién de 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 vo-v:'
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lGmenes de etanol absoluto. Esta RNA se deijd precipitando toda
la noche y al dia siguiente se recuperd por centrifugacién a
17,000 X g a -10°C durante 30 min. La pastilla obtenida sc secé
por 5 - 10 min con bomba de vacio y posteriormente se lavé de 3
a 5 veces con 3 ml de LiCl 2 M, EDTA 5 mM a 4°C. Después de ca-
da lavado la suspensidn se centrifugd a 17,000 X g, 10 min a 4°C,
Finalmente el RNA se reprecipité en dos ocasiones sucesivas por
adicibn Qe 0.1 volGmenes de acetato de sodio 3M y 2.5 vol(menes
de etanoi absoluto. La concentracidn de RNA se determind espec-
trofotométricamente, teniendo en cuenta que una unidad de absor-

bancia a 260 nm equivale a 40 ug/ml de RNA.

\
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3. Geles de agarosa.

La integridad del RNA extraido con cada uno de los métodos
mencionados anteriormente se verificé por andlisis en geles de
agarosa al 1.5% en condiciones no desnaturalizantes y en geles

de agarosa al 1.0% en condiciones desnaturalizantes.
3.1l. Geles de agarosa no desnaturalizantes.

3.1.1. Preparacidn de las muestras.

El RNA fue analizado en geles de agarosa tefiidos con bromu-
ro de etidio. Las muestras se prepararon mezclando 2 pl de RNA
en agua (aproximadamente 10 pg de RNA), 16 §il de agua desioniza-
da y 2 yl de buffer de muestra 10X que contenfia : azul de bromo-
fenol 0.25%, xilencianol 0.25% y Ficoll 400 25%. Las muestras
se centrifugaron 2 segundos en la microcentrifuga Eppendorf y se

depositaron alicuotas de 5 a 20 ul en los pozos del gel.

3.1.2. Preparacidn del gel de agarosa.

Para preparar el gel se adicionaron 10 ml de solucién de a-
garosa al 1.5% en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1lmM) que conte-
nia 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, a una cémara de lucita de
5.5 X 7.5 cm. Inmediataménte después se introdujo un peine de
lucita el cual forma poros de aproximadamente 2.5 mm de largo x
1 mm de ancho.' Esta cémara se dejd reposar por 30 a 45 min a
temperatura ambiente. Se retiré el peine y la cémara se sumergid
en un tanque de electroforesis de 15 cm de largo X 6 cm de ancho
que contenfa 60 ml de buffer TAE y 0.5 ug/ml de bromuro de etidio%
Los geles se corrieron a 30 V durante el tiempo necesario (1.5 -
2.0 hr) para que el azul de bromofenol migrara hasta 2 cm antes"‘

de llegar al final del gel.
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Para fotografiar los geles se utilizd un transiluminador de
luz ultravioleta de onda larga, con la cual el bromuro de etidio
que se intercald entre los pares de bases, fluoresce intensamen-
te. Para este tipo de fotografias se utilizaron peliculas Pola-

roid tipo 57.

3.2. Geles de agarosa desnaturalizantes.
Los geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes se
prepararon de acuerdo a la ténica descrita por Lehrach y col.

(1977) .

3.2.1. Preparacién de las muestras.

Las muestras de RNA se desnaturalizaron por calentamiento en
presencia de formaldehido y formamida. Alicuotas de 4.5 pl que
contenién 20'ug de RNA se mezclaron con 2 pl de solucidn amérti-
guadora de corrida 5 X (MOPS 0.2M pH 7.0, acetato de sodio 50 mM
y EDTA 5 mM pH 8.0), 3.5 yl de formaldehfdo al 37% y 10.0 ul de
formamida previamente desionizada con AG 501-X8 (Bio-Rad). Esta
mezcla se incubd 15 min a 55°C y al final de la incubacién se adi-
'cionafon 2 pl de solucién amortiguadora de muestra (glicerol al
50%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0.4% y xilencianol 0.4%). Es-
tas muestras se depositaron en los pozos del gel de agarosa pre-

parado con formaldehido, como se describe a continuacidn.

3.2.2. Preparacibn del gel.
El gel de agarosa al 1% que contenia formaldehido se prepard
y se corrid con el mismo equipo descrito anteriormente pa:a'los :

geles no desnaturalizantes.
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La solucidn de agarosa se prepard fundiendo 100 mg de agaro-
sa en 6.2 ml de agua en bafio Maria. Esta solucibn se enfrid a
60°C y se mezcld con 2ml de solucidén amortiguadora de corrida 5 X
1.8 ml de formaldehido al 37%. Esta mezcla se deposité en la c&-
mara de lucita e inmediatamente después se colocé el peine para
formar los pozos. Se dejb gelificar por 30 a 45 min a temperatu-
ra ambiente y posteriormente se introdujo la cémara en el tanque
de eléctroforesis, que contenia 60 ml de solucién amortiguadora
de corrida 1 X. El gel se corrié durante 2 a 2.5 horas a 45 V.
Al término de la electroforesis se tifieron los geles con bromuro
de etidio (0.5) mg/ml durante 30 a 45 min. Las fotografias se to-
maron bajo iluminacibén con luz ultravioleta de onda larga utilizan-

do peliculas Polaroid tipo 57.

4, Aislamiento de‘RNA poliadenilado.

El aislamiento‘de poblaciones de RNA poliadeniladas se reéli—
z6 por cromatografia de afinidad a oligo-dT (celﬁlosa) de acuerdo
al método déscrito por Aviv y Leder (1972). El extracto de RNA
total se resuspendi6 en agua a una concentracién'dejz mg/ml, se
calentd 30 segundos a 70°C, se adiciond un volumen igual de solu-
cidén de carga 2 X (Tris-HCl1 20 mM pH 7.5 EDTA 2mM, NaCl 1M, SDS
1%) y se dejd enfriar a temperatura ambiente. La muestra de RNA
se aplicdé a'una columna de oligo-dT celulosa previamente equili-
brada con solucién de carga, teniendo en cuenta que 1 g de oligo-
dT celulosa es capaz de enlazar de 0.2 a 0.5 mg de RNA poliadeni—‘
lado. La muestra se colectd lentamente a una velocidad de flujo
aproximada de 0.5 ml/ml, se calentd 30 seg a 70°C, se enfrib a

temperatura ambiente y se aplicé nuevamente a la columna. De es- ..
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ta forma la muestra fue recirculada 5 veces. La columna se lavé
lentamente con 30 volGmenes-columna de buffer de carga para eluir
€l material poli A menos y ensequida se lavb con 4 vol@Gmenes -
columna de Tris-HC1 10 MM pH 7.5, EDTA 1 mM y SDS 0.2%. Ambas
fracciones se precipitaron por adicién de 0.1 volumen de acetato
de sodio 3M y 2.5 volfimenes de etanol absoluto. Se dejdé precipi-
tando toda la noche a -20°C y al dia siguiente el RNA se recuperd
por centrifugacidén a 17,000 X g 30 min a -10°C. E1l RNA se resus-

pendif en agua a una concentracién final de 1 mg/ml.

5. Preparacidtn del lisado de reticulocitos de conejo.

Este lisado se prepard por una combinacidén de los métodos
previamente propuestos por Darnbrought (1973) y Hunt y Jackson
(1974). se utilizardﬁ conejos jovenes de 2 a 2.5 Kg de peso a
los cuales se les indujo anemia severa por inyeccidn intramuscular
de 2.5 ml de acetilfenilhidrazina durante 5 dias consecutivos.

En el primer dia de tratamiento también se les administr$ 1 ml de
solucién de vitaminas (10 mg vitamina Bl2 y 100 mg de &cido féli-
co en 100 ml de NaCl 0.89%). El progreso de la anemia se siguid |
por cuantificacidn de reticulocitos en sangre periférica durante
todo el tratamiento, para lo cual se tomaron diariamente muestras
de sangre de la vena marginal de la oreja del conejo. La tincién‘
se hizo mezclando una gota de sangre (con EDTA como anticoagulan-
te) con dos gotas de colorante para reticulocitos (nuevoiazul de
metileno 0.5%, oxalato de potasio 1.4% en NaCl 0.89%) e incubando
15 min a 37°C. Posteriormente, se hizo una extensibn en portaob-‘
jetds y se observé con objetivo de inmersibén 100X. Los conejos

que al quinto dfia de tratamiento presentaron de 90 a 100% de re-f(

 ticulocitos se sacrificaron dos dias después, mientras que aque-
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llos que presentaron cuentas mds bajas se les aplicaron una o dos
inyecciones mds. La sangre con alto contenido de reticulocitos

se obtuvo por puncidn cardfaca en la que se utilizaron agujas del
no. l4 adaptadas a jeringas heparinizadas de 20 mil. Lé sangre de
cada conejo se colectd en 50 ml de solucibn salina fisioldgica
(NaCL 0.14 M, KC1 5 mM y acetato de magnesio 7.5 mM) que contenia
1,000 UI de heparina. Posteriormente se filtré a través de gasa
estéril y se centrifugd a 2,500 rpm (centrifuga Beckman TJ-6) 15
min a 4°C. El plasma se elimind por aspiracién y el paquete celu-
lar se lavd 3 veces con cuatro volimenes de solucibén salina fis.o-
lé6gica, centrifugando cada vez 5 min a 2,500 rpm (centrifuga Beck-

man TJ-6) a 4°C

Se hizo un cuarto lavado, s6lo que ahora se centrifugd a 7,000
rpm (rotor HB4 de la centrifuga Sorvall RC-5B) durante 5 min a 4°C.
En este Gltimo lavado se elimind por completo la capa de leucocitos.
Las células se lisaron osmbticamente por adicién de 1 volumen de a-
gua destilada fria. Esta suspensidn se centrifugd 15 min a 17,000
X g a 4°C. El sobrenadante se decantd cuidadosamente y se'almaceé

né inmediatamente después en alicuotas de 400 pl en‘nitrégeno 11i-

quido.

6. Traductidén in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica.

Los ensayos de sintesis proteica se realizaron en un sistema
de traduccidn in vitro derivado de reticulocitos de conejo de a-
cuerdo al métodc descrito por Pelham y Jackson (1976). Inmedia-
tamente déspués de descongelar el lisado (400 ul) se le adiciona-

ron 91 pl de solucién A la cual contenfa: 10 pl de solucién de

hemina 1 mM en Tris-HCl pH 8,2, KCl 50 mM y etilenglicol 90%; 5

<



ul de CPX (creatinfosfoquinasa) 5 mg/ml en glicerol al 50% ; 25
1l de mezcla de KCL 2M y MgCl2 10 mM ; 25 pl de fosfato de crca-
tina 0.2 M ; 25 pl de mezcla de todos los aminodcidos (excepto
metionina) a una concentracién 5 mM, neutralizados con 0.05 voll-
menes de HEPES 1 M pH 7.0 ; 1 yul de CaCl2 0.5M y 10 pl de nuclea-
sa micrococal 1 mg/mi (9,000 U/mg). Esta mezcla se incubd 15 min
a 20°C, y enseguida se le adicionaron 10 pl dé EGTA 0.2M pH 7.0
para detener lalactividad de la nucleasa. Esta preparacién se

dividid en alicuotas y se almacend en nitrdgeno liquido.

Cabe hacer notar que para este tipo de experimentos s6lo se
utilizaron aquellos lisados que presentaron un alto indice de tra-
duccién para'sus propios mensajeros, ya que esto garantizd una
traduccidn eficiente de los RNAs mensajeros amibianos. Un buen
lisado de reticulocitos de conejo fue aquel que, sin previa diges-
tién con nucleasa micrococal y en ausencia de RNA amibiano, fue

35S-Metionina en cada 5 ul de

capéz de incorporar 1 X lO6 cpm de
mezcla de traduccidn precipitada con TCA caliente. Para iniciar
la sintesis de proteinas se mezclaron 24 pl de mezcla de traduc-
cidén predigerida con nucleasa micrococal (9,000 UI/mg), 3 ul de
35S-Metionina (1120 Ci/mmol) y 3 ul de RNA (10 pg/pl) en agua.

La mezcla de reaccidn se incubd 90 min a 30°C en bano Maria. Des-
pués de este periodo se procedidé a determinar incorporacién del
aminodcido radioactivo en material TCA caliente precipitable.

Se tomaron alicuotas de 5 ul de mezcla de reaccidn y se deposita-
ron en tubos de ehsayo gue contenia 1 ml detagua y 50 pi de albG-

mina sérica bovina (2 mg/ml). Se adicioné 1 ml de TCA al 20% y

los tubos se incubaron 20 min en bafio Maria a 90°C y después se
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enfriaron en hielo 30 min,  El material precipitado se recuperé
por filtracidn al vacio en filtros de fibra de vidrio (Whatman

GF/C). Los filtros se lavaron 3 veces con TCA frio al 5% y por
iltimo se lavaron una vez con etanol frio. Se secaron 5 min a

100 C y se colocaron en viales que contenién 4 ml de liguido de
centelleo (5 g PPO/1l de tolueno). Los viales se contaron en un
contador de centelleo en el canal de l-4C con una eficiencia del

70%.
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7. Inmunoprecipitacién de productos de traduccidén in vitro.

7.1. Cultivo de S. aureus.

Se prepard el siguiente medio de cultivo: (*)

(g/litro)
Extracto de carne : 2.5
Peptona de caseina 5.0
Extfacto de levadura : 4.0
Gelatina : 30.0
Lactosa 2.0
D-Manitol 10.0
NaCl 30.0
K2HP04 ) 4,82
KH2P0O4 1.32
Niacinamida (*%*) : 0.004
Tiamina (**) | 0.002

(*) Se esterilizan en autoclave 20 min a 120°C.

(**) Se prepararon soluciones por separado (2 mg/ml) y se este-
rilizaron por filtracidén en membrana 0.2 um (Millipore Co,

usa) .

El medio se inoculd con 0.1 volumen de cultivo de S. aureus
y se incubd 18 horas a 37°C con agitacién constante (aproximadamen- _ -

te 200 rpm).
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7.2. Preparacién de suspensifn de S. aureus al 10%.

| Las células se centrifugaron 5 min a 8,000 x g y se lavaron
dos veces con PBS - NaN3 al 0.05%. La pastilla celular se re-
suspendié a una concentracién del 10% (peso/volumen) y posterior-
mente se le adicion6 formaldehido a una concentracién final de
1.5%. La suspensién se agitd inmediatamente después durante 90
min a temperatura ambiente. Las bacterias asi fijadas se centri-
fugaron 5 min a 8,000 X g y se resuspendieron nuevamente en PBS -
NaN, 0.05% a una concentracidn del 10% (peso/volumen). Posterior-
mente, se transfirieron a un matraz Erlenmeyer grande con objeto
.de que la suspensién de S. aureus no ocupara mids de 2 cm de al-
tura y se incubd 5 min a 80°C en bafno Maria agitando rédpida y con-
tinuamente. La suspensién bacteriana se enfrié en bano de hielo
durante 10 min y se centrifugé 5 min a 8,000 X g. La pastilla
se lavd dos veces con PBS - NaN3 0.05% y finalmente se resuspen-

dié en PBS —NaN3 0.05% a una concentracién de 10% (peso/volumen).

Esta suspensifn se almacend en alicuotas a -20°C.

)
7.3. Preparacidén de S. aureus para inmunoadsorcién.

La suspensibn de S. aureus al 10% se centrifugé 15 segundos
en microcentrifuga Eppendorf (12,000 rpm) y la pastilla se resus-
pendidé en el mismo volumen en buffer NET - NP 40 0.5% que conte-
nia NaN, 0.02%, Se incubd 15 min a temperatura ambiente con a-
gitacibn ocasional y posteriormente se lavé una vez con buffer
NET - NP 40 0.05% que contenia NaN, 0.02%., Se centrifugd 15 se-
gundos en la microcentrifuga Eppendorf y se resuspendib en el vo-

lumen original en NET -NP 40 0.05% gue contenia NaN, 0.02%,

L-Metionina 2 mM y albGmina sérica bovina 1 mg/ml).
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NOTA: Esta suspensidén se almacena a 4°C y sc utiliza dentro

de las 24 horas siguientes a su pfeparacién.

7.4. Inmunoprecipitacidn de productos de traduccibn in vitro.

A 30 pl de mezcla de traduccibén (aproximadamente 500,000
cpm) se le adicionaron 120 upl de PBS pH 7.2, 150 1l de Buffer
NET 2x (pH 7.4 para suéro de conejo o pH 8.0 para suero de ra-
toén) y 50 ul de suero no inmune de conejo. Esta mezcla se incu-
56 2 horas a 4°C y enseguida se adicionaron 100 ul de S. aureus
al 10%, continuando la incubacién por 30 min a temperatura am-
biente. Se centrifugdé 15 segundos en la microcentrifugF Eppendorf
y al sobrenadante se le adicionaron 50 jl de suero inmﬁne. JEsta
mezcla se dejé interaccionar toda la noche a 4°C, posteriormente
se adicioﬁaron 150 ul de S. aureus al 10% y se incubd 30 min a
temperatura ambiente. Al término de la incubacién, la mezcla se
diluyd por adicibén de 1 ml de buffer NET - NP 40 0,05% y se cen-
trifugd 15 segundos en la microcentrifuga Eppendorf. La pasti-
lla se lavd dos veces con 1 ml de buffer NET - NP 40 0.05% y u-
na vez con 1 ml de buffer de lavado que contenia NaCL 300 mM,
Tris-HCL 50 mM pH 8.6, SDS 0.1%, NP - 40 0.05 y finalmente se
resuspendid en 70 ul de buffer de muestra para geles de poliacri-
lamida - SDS. Esta suspensidn se calenté 3 min a 100°C y se cen-
trifugd 5 min en microcentrifuga Eppendorf . (12,000 rpm). Se re-
cuperd el sobrenadante y:se depositd sobre geles de poliacrilami-

1

da - $DS.
8. Geles de poliacrilamida -~ SDS.

8.1. Preparacién de las muestras.
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Muestras.alicuotas de las mezclas de traduccién in vitro
fueron diluidas con un volumen igual dec buffer de muestra dos
veces concentrado (2X), que contenia: Tris-HCL 0.125M pH 6.8,
SDS 4%, glicerol 20% y 2-mercaptoetanol 10%. Los tubos se co-
locaron en un baho de agua hirviendo durante 90 segundos - des-
pués se enfriaron répidamente en bafo de hielo. A cada tuzc se
le adiciond una gota de rojo de fenol al 0.1%. El volumen de-
positado en los pozos del gel dependié en cada caso del nfimero

de cuentak que presertaba la muestra, puesto que los geles fue-

ron corridos manteniendo las cpm constantes.

8.2. Préparacién de los geles.

La electroforesis de las proteinas radioactivas se hizo en
geles de poliacrilamida de 10.0 x 14.0 cm y de 1.5 mm de espesor,
lpreparadas de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli

(1970) .

El gel resgolutivo fue preparado con las siguientes concen-
tracioneé finales: acrilamida 10%, bisacrilamida 0.9%, Tris-HCl
0.375M pH 8.8, SDS 0.1%. El1l gel fue polimerizado mediante la
adicién de 0.05% de persulfato de amonio y 0.003% de TEMED. Las
concentraciones finales del gel concentrador fueron las siguien-
tes: acrflamida 4%, bisacrilamida 0.36%, Tris-HCl 0.125M pH 6.8,
SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.05% y TEMED 0.005%, El buffer
de electfoforesis contenia: Tris base 0.025M pH 8.3, glicina
0.192M y SDS 0.1%. La electroforesis se hizo manteniendo una
corriente constante de 25 mA durante el tiempo necesario para
que el rojo de fenol' alcanzara el fondo del gel (aproximadamen-

te 6 horas).
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8.3. Tincién y distincidén de los geles.

Los geles de poliacrilamida se tiferon durante 4 horas con
la siguiente solucibén: azul de Coomassie R-250 0.125%, metanol
50%, acido acético 10%. Posteriormente se destiferon durante
una hora con meﬁanol 50% y &cido acético al 10% y durante tres

horas més con metanol 5% y &cido acético al 7%,

9. Fluorografia de los geles de pbliacrilamida - 8DS,

Los geles se colocaron dos veces, una hora cada vez, en
aproximadamente 20 vollmenes de dimetilsulféxido (DMSO). Des-
pués se trataron durante una hora con PPO al 22.5% en DMSO y
" por Giltimo una hora:en glicerol al 1%. Los geles se secaron
durante 1.5 hr. con calor y vacio y se expusieron a placas de
~Rayos X a diferentes tiempos, dependiendo del nlGmero de cpm que

presentaron las muestras analizadas, a - 70°C.

R
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VI. RESULTADOS

1. Aislamiento de RNA polisomal de cerebro de rata.

Como referencia para evaiuar la integridad de las prepara-
clones de RNA amibianos aisladas por diferentes métodos de exz-
traccidén se utilizd el RNA de cerebro de rata. El método para
el aislamiento del RNA polisomal de cerebro de rata se basd en
una combinacién de los descritos por Schrerier y Staehelin (1973)
y Gozes y col. (1975). El perfil del andlisis densitométrico de

'las preparaciones de RNA de rata aisladas con este método se
muestra en la figura 3. El trazo densitométrico del RNA aislado
de cerebro de rata presentd las tres poblaciones mayoritarias
tipicas de los organismos eucariontes superiores que preSentan
285, 185 y 55 de coeficiente de sedimentacién. Estos resultados

demostraron que el RNA obtenido estaba integro.

2. Aislamiento de RNA total de Entamoeba histolytica.

Con objeto de definir las condiciones Optimas para el ais-
lamiento de RNA intacto y biolbgicamente activo de trofozoitos
de E. histolytica,‘se probaron diversos procedimientos previamen-
te publicados para el aislamiento de RNA de células eucaribticas
(Rosen y col., 1975; Shore y Tata, '1977; Ullrich y col., 1977;
Auffray y Rougeon, 1979; Albach y col., 1984; Glisin y col,,
1974). En este trabajo se reportan los resultados obtenidos conﬂv 
cuatro de ellos: a) M&todo de LiCl - Urea, b) Método de fenol -
SDS, c¢) Método de DEP - SDS y d) Método de isotiocianato de gua-
nidina - CsCl. El RNA obtenido con cada uno de estos métodos se

analizd por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con el
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Figura 3
. Perfil densitométrico del RNA de cerebro de rata

‘El RNA polisomal de cefebro de rata se analizd por electro-
foresis en geles de agaiosa al 1.5%. Las muestras se corrieron
de 2 a 2,5 h a 35V y los geles se tineron con bromuro de etidio
(5 ug/ml)Adu£ante 30 a 45 min. Las fotografias se tomaron bajo
luz ultravioleta con peliculas Polaroid 57. El negativo de esta
fotografia se utilizd para hacer el anflisis densitométrico de

las poblaciones de RNA por absorbancia a 560 nm.




285

18s

7 79 87 95

DISTANCIA(mm)

63

55

085

» 067}

BSOR

1
0
<.
O |
BANCIA A 560 nm

031}

005



T

64

fin de verificar su integridad. Como referencia se utiliz6

siempre RNA de cerebro de rata.

El patrbén electroforético del RNA amibiano aislado con el
método de LiCl—Urea (Auffray y Rougeon, 1979) s6lo presenté es-
pecies de muy bajo peso molecular con coeficientes de sedimen-
tacidén inferiores a 4S (Fig. 4). Esto es indicativo de que el
RNA sufri6 degradacidén durante el proceso de extraccidén. El
RNA amibiano aislado con el método fenol SDS (Rosen y col., 1975)

también.presenté degradacidén, aunque en menor proporcién que la
ocurrida‘en‘el RNA aislado con LiCi - Urea (Fig. 5). En los ge-
iES tefiidos con bromuro de etidio se observé un barrido de mate-
rial fluorescente désde la regidn correspondiente a 185 hasta la
regién 55 del RNA de cerebro de rata. Con los mé&todos DEP - SDS
(Albach y col., 1984) e isotiocianato de guanidina - CSCl (Glisin
y col,, 1974' Ulrich y col., 1977) se obtuvo RNA amibiano no de-
gradado. El patrdn electroforético del RNA aislado con el méto-
do DEP-SDS presentd cuando menos cuatro bandas (Fig. 6), las cua-
les‘tuvierdn una migracién mayor a 28S, aproximadamente 25S, ma-
yor a 185 y mayor a 55 (Fig. 6). Con este método se aislé menor
cantidad de la especie de RNA mayor a 28S y‘una mayor cantidad de
la especie mayor a 18. Es posible Que esto se deba a que se pro-
duce una mayor disociacidén del RNA mayor a 285 en RNAs de menoxr
coeficiente de sedimentacién (Albach y col., 1984). Si esto fue~
ra cierto se reflejaria en una disminucibén de la especie mayor a
285 y el subsecuente aumento en la cantidad de RNAs mis pequenos.
Por 6tra parte, cabe hacer notar gque con el método que involucra

el uso de isotiocianato de guanidina se aislaron cuando menos
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Figura 4

Electroforesis en gel de agarosa de RNA total aislado

por el método LiCl-Urea.

El RNA de los trofozoitos de la clona A se extrajo con el
método que involucra el uso de LiCl-Urea. Las muestras se ana-
lizaron por-electfoforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las
muestras se corrieron de 2 a 2,5 h a 35 V y se tineron con bro-
muro de étihio (5.ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotograffas
se tomaron bajo lﬁz ultravioleta con peliculas Polaroid 57.

Se utiliz®& RNA de cerebro de rata como referencia.

Carriles 1 y 2: RNA polisomal de cerebro de rata.

Carriles 3 y 4: RNA total de E. histolytica.







Figura 5

Electroforesis en gel de agarosa de RNA total aislado

por el método Fenol-SDS.

El RNA de los trofozoitos de la clona A se extrajo de acuer-
do al método Fenol/SDS. Las muestras se analizaron por electro-
foresis en geles de agarosa al 1.5%. Las muestras se corrieron
de 2 a 2,5 ha 35 V y el gel se tiné con bromuro de etidio
(5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotograffias se tomaron bajo
luz dltravioleta con peliculas Polaroid 57. E1 RNA de cerebrovde

rata se utilizd como referencia.

Carriles 1 y 2: RNA polisomal de cerebro de rata.

Carriles 3 y 4: RNA de E. histolytica.
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Figura 6

Electroforesis en gel de agarosa de RNA total aislado

por el método DEP-SDS.

Los trofozoitos de la clona A se lisaron con SDS en presen-—
cia de un potente inhibidor de nucleasas, DEP. Las muestras de
RNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.

'Las muegtras se corrieron de 2 a 2,5 h a 35 V. Las fotografias
del gel tenido con bromuro de etidio se tomaron béjo luz ultra-

violeta con peliculas Polarocid 57.

Carriles 1 y 2: RNA polisomal de cerebro de rata.

Carriles 3 y 4: RNA de E. histolytica.
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cuatro poblaciones que migraron en la posicidn mayor a 28S, a-
proximadamente‘ZSS, mayor a 18S y otra de aproximadamente 16§
(Fig. 7). . Como se puede observar en el perfil densitométrico,
este método no se aislaron poblaciones de RNA de bajo peso mo-
lecular (Fig. 8). Este tipo de moléculas requieren de tiempos
extremadamente largos de ultracentrifugacidn para sedimentar

a través del: gradiente de CsCl y esto podria ser la explicacifn
de por qué no se observan las bandas correspondientes a RNAs

45 o 58.

La poblacién de RNA de alto peso molecular que migra un po-
co menos que la poblacién 28S no se observé cuando esta misma
preparacién de RNA se analizé en geles de agarosa preparados en
condiciones desnaturalizantes (Fig. 9). Este resultado sugiere
que la banda de RNA amibiano con coeficiente de sedimentacién
superior al RNA 28S de cerebro de rata es un agregado estructu-
ral formado durante el proceso de extraccién. Aunque no podemos
descartar la posibilidad de que se trate de un precursor de RNA.
El anilisis electroforético de las preparaciones de RNA obteni-
das por los cuatro métodos antes mencionados, mostré que tanto
el método DEP-SDS como el mé&todo isotiocianato de guanidina-CsCl
fueron adecuados para el aislamiento de RNA amibiano no degrada-
do. Sin embargo, era necesario saber si con estos métodosvse
obtenian preparaciones de RNA puras. Por otra parte, fue impor-
tante para la eleccitn del método de aislamiento y purificacién

del RNA de E. histolytica determinar la eficiencia de estos mé-

todos, medida como la cantidad de RNA obtenido por trofozoito.

La pureza de las preparaciones de RNA se evalué en base a la re-
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Figura 7

Electroforesis en gel de agarosa del RNA total aislado

por el método isotiocianato de guanidina-CsCl.

Los trofozoitos de la clona A se lisaron en presencia de
isotiocianato de guanidina y el lisado celular se centrifugé
a través de un gradiente de CsCl. Las muestras de RNA se ana-
lizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las
muestras se corrieron 2 a 2.5 h a 35 V. Las fotografias del
gel tenido con bromuro de etidio se tomaron bajo luz ultra-

violeta con peliculas Polaroid 57.
Carriles 1 y 2: RNA polisomal de cerebro de rata.

Carriles 3 y 4: RNA de E. histolytica.
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Figura 8

Perfil densitométrico del RNA aislado por el mé&todo

isotiocianato de guanidina-CsCl.

El RNA amibiano total aislado en presencia de isotiocianato
de guanidina y por centrifugacién en gradiente de CsCl, se anali-
z06 por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Las muestras
se corrieron de 2 a 2.5 h,a 35 V y el gel se tifi6 con bromuro
de etidio (5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografias se to-
maron bajo luz ultravioleta con peliculas Polaroid 57. El nega-
tivo se utilizd para hacer el andlisis densitomdtrico de las_po-

" blaciones de RNA por absorbancia a 560 nm.
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Figura 9

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes del RNA

aislado por el método isotiocianato de guanidina-CsCl,

Las muestras de RNA amibiano aisladas de acuerdo al métcdo
de isotiocianato de guanidina-CsCl se desnaturalizaron por incu-
bacién a 55°C durante 15 min en presencia de formaldehido y for-
mamida. Las muestras se corrieron de 2 a 2.5 h a 45 V en geles
de agarosa que contenian formaldehido. Las fotografias del gel
de agarosa teﬁido‘con bromuro de etidio se tomaron bajo luz ul-

travioleta con peliculas Polaroid 57.
Carril A: RNA polisomal de cerebro de rata no desnaﬁuralizado.:'
Carril a: RNA polisomal de cerebro de rata desnaturalizado.
Carril B: RNA total de §. cerevisiae no desnaturalizado.
Carril b: RNA total de S. cerevisiae desnaturalizado,

Carril C: RNA de E, histolytica no desnaturalizado.

Carril c: RNA de E. histolytica desnaturalizado.

Carril D: RNA de E; invadens no desnaturalizado.

Carril.d: RNA de E. invadens desnaturalizado.
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lacién de absorbancia 260/280 nm. Esta tiene un valor igual o
mayor a dos en preparaciones de RNA puras. Los resultados do
las determinaciones de purcza y rendimiento de RNA por trofo-
zoitos aparecen en la Tabla III. Con el método de isotiociana-
to de guanidina-CsCl se obtuvieron preparaciones de RNA muy pu-
ras, ya que la relacibn de absorbancias siempre fue igual o ma-
yor que dos. Pof otra parte, con este método se recuperaron de
3.5 a 4.0 X 107> ng de RNA total por trofozoito. Con el método
DEP-SDS, sin embargo, s6lo se recuperaron 1.5 a 2.0 X 10—5 ug

de RNA por trofozofto. Por lo tanto, hasta este paso, el método

de eleccibn para aislar y purificar RNA de E. histolytica fue el

método de isotiocianato de guanidina - CsCl.

2. Labilidad del RNA de Entamoeba histolytica.

Como se dijo en la seccidn ahterior, antes de elegir el mé-
todo de isotiocianato de guanidina como el adecuado para el ais-
lamiento del RNA amibiano se probaron varios métodos de extrac-
cibén basédos en el uso de fenol como agente desnaturalizante de
proteinas e inhibidor de nucleasas (Rqsen y col;, 1975; Maniatis
y col., 1982), pero c¢on ninguno de ellos se logrd aislar RNA in-
tacto. Para definir si el problema de la degradacién radicaba en
que el fenol no inhibia la actividad ribonucleasa de los trofo-

zoitos de E. histolytica, se realizaron experimentos de coextrac-

cidén. Estos experimentos consistieron en mezclar trofozoitos de

E. histolytica con RNA de cerebro de rata para posteriormente

coextraer los RNAs de amiba y de rata bajo las mismas condicio-
nes. En este mismo tipo de experimento, se aislaron por separa-
do los RNAs de cerebro de rata y de los trofozoitos bajo las misé'j

mas condiciones que en la mezcla anterior. ELl RNA de cerebro de -
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TABLA IIT

Pureza y rendimienta de los RNAs aislados por los métodos

DEP-SDS e isotiocianato de guanidina-CsCl

METODO 260 / 280 nm> x 10->
ug/trofozoito4
pEP - spst 1.851 1.96
Isotiocianato de2
guanidina-CsCl 2.272 3.46

l'

. DEP-SDS., Método de extraccién de RNA basado en el uso de
dietilpirocarbonato como inhibidor de nucleasas.

Isotiocianato de guapidina-CsCl, Mé&todo de extraccibn basado

el uso de isotiocianato de guanidina como inhibidor de nuclea-

sas, en el que el RNA se obtiene por centrifugacién en gradien-.7“
te de CsCl. ‘ '

260/280 nm = relacidbn de las absorbancias de las muestras.de
RNA a 260 y 280 nm, que se utilizb para estimar la pureza de

‘las preparaciones de RNA,

La cantidad de RNA por trofozoito se determiné espectrofotomé-

tricamente, teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia _
a 260 nm contiene 40 ug/ml de RNA. La cantidad de RNA recupe-
rado se dividi6 entre el nfimero de trofozoitos utilizados.. '




74

rata aislado tanto en mezcla con los trofozolitos (Fig. 10 ca-
rriles 3 y 4) como en forma individual presenté cl patrén Lipi-
co (Fig. 10 carriles 5 y 6), lo que sugirif que cste RNA sc ais-—

16 intacto. Sin embargo, el RNA de E. histolytica aislado indi-

vidualmente presenté degradacidn parcial. La especie de RNA més
afectada fue la poblacidén asociada a la subunidad ribosomal ma-
yor (Fig. 10 carriles 1 y 2). Estos resultados sugieren que las
ribonucleasas liberadas al medio durante la homogenizacién de
los trofozoitos amibianos no son capaces de hidrolizar las es-
peciés de RNA de cerebro de rata o bien, que la especie de RNA

ribosomal mayor de E, histolytica es especialmente sensible a

las condiciones desnaturalizantes de los métodos de extraccién

que involucran el uso de fenol.

3. Aislamiento de RNA poliadenilado.

Para obtener el RNA poliadenilado se utilizé el método de
0ligo-dT (Aviv y Leder 1972)., Este procedimiento ha sido amplia=- -
mente utilizado para enriquecer las poblaciones RNA poli A+ ,
las cuales estln integradas principalmente por moléculas de RNA
mensajero, Para aislar las poblaciones poliadeniladas se utili-
z6 RNA aislado tanto por el método que utilizd DEP-SDS como por
el de isotiocianato de guanidina, ya que el uso de estos métodos
produjo RNA con un alto grado de integridad de acuerdo al an&-
lisis en geles de agarosa. El RNA total se pasé a través de una
columna de oligo-dT celulosa de acuerdo a la técnica descrita en"
Materiales y Métodos. En la figura 11 se muestra el perfil de
elucién del RNA total pasado por la columna de oligo-dT. Aproxi- -

madamente del 90 al 95% del RNA no se uni6 a la columna (RNA
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Figura 10

Electroforesis en gel de agarosa de la mezcla de RNA

de E. histolytica y RNA de cerebro de rata.

Los trofozoitos de la clona A de E. histolytica se mezclaron

con RNA polisomal de cerebro de rata y se extrajeron de acurrdo
al método Fenol-SDS. Simultidneamente, se extrajo RNA de trofo-
zoftos de la clona A y RNA de cerebro de rata por separado. ILas
muestras de RNA obtenidas en cada caso se analizaron por electro-
foresis en geles de agarosa al 1.5%. Las muestras se corrieron
de 2 a 2.5ha 35V yvlos geles se tifieron con bromuro de -etidio
(5 ug/ml) durante 50 a 45 min. TLas fotograffas se tomaron bajo

luz ultravioleta con peliculas Polaroid 57.

Carriles 1 y 2: RNA de E. histolytica.

Carriles 3 y 4: Mezcla de RNA de E. histolytica y RNA de ce-

rebro de rata.

Carriles 5 y 6: RNA de cerebro de rata.
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poli A-) y se eluyd al frente con amortiguador de alta concentra-
¢idén salina (Fig. 11), mientras que el 5 - 10% restante formado
principalmeﬂte por RNA poli A+ se unid a la columna y se eluyd

de ésta con solucidn amortiguadora de baja concentracién salina
(Fig. 11). Las fracciones de RNA poli A~ y poli A+ asi separa-
das se analizaron por electroforesis en geles de agarosa y los
patrones obtenidos se muestran en la figura 12. Como se puede
observar en esta figura, el'patrén electroforético de la fraccidn
poli A- (Fig. 12 carriles 3 y 4) es muy parecido al mostrado por
el RNA total. Esto se debe fundamentalmente a que ambas prepa-
raciones contienen los RNAs ribosomales, los cuales constituyen
las especies mds abundantes de RNA. En cambio, el patrdn obte-
nido con la fraccidén de RNA poli A¥ se distinguié6 de los patro-
nes de RNA total y de RNA poli A- por presentar escasa contami-
nacién con poblaciones de RNA ribosomal y aparecer como un barri-
do que representd los diferentes tamanos de los mensajeros obte-

nidos (Fig. 12 carriles 5 y 6).

4. Preparacién del lisado dereticulocitos de conejo.

El lisado dé reticulocitos de conejo es el mis antiguo y
probablemente el mis eficiente sistema de traduccibén in vitro
de RNA de células eucaribticas., Este sistema fue descrito por
Pelham y Jackson en 1976. En este trabajo, los reticulocitos se
obtdvieron de conejos con anemia hemolitica experimental induci-
da por inyéccién de 1,2-acetilfenilhidrazina de acuerdo al pro-
cedimiento‘descrito por Merrick (198l1). Los conejos utilizados
se inyectaron con acetilfenilhidrazina al 1% (10 mg/Kg) durante
5 a 7 dias consecutivos para causar .reticulocitosis vy, poste;ior—.‘

mente, se dejaron recuperar durante dos dias antes de sangrarlos. -
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Figura 11

Eerfil densitométrico de las poblaciones de RNA

poli A+ y poli A~

Las muestras de RNA total se fraccionaron en una columna de
oligo-dt-celulosa. Las poblaciones de RNA poli A- se eluyeron
con solucidn amortiguadora-de alta concentracidén salina hasta
que la absorbancia del eluido a 260 nm estuvo muy cercana a 0.
Las poblaciones de RNA poli A+ que se unieron a la columna de
oligo-dt-celulosa se eluyeron con solucidn amortiguadora de baja

concentracién salina.
Pico A: poblaciones de RNA poli A-

Pico B: poblaciones de RNA poli A+
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Figura 12

Electroforesis én gel de agarosa de las poblaciones de RNA

poli A- y poli A+.

- Las poblaciones de RNA poli A- y RNA poli A+ separadas pou
cromatografia de afinidad a oligo-dt-celulosa, se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%., Las muestras se co-
rricron de 2 a 2.5 h a 35 V y los geles se tiheron con bromuro
de ctidio (5 ug/ml) durante 30 a 45 min, Las fotografias de los

gelecs se tomaron bajo luz ultravioleta con peliculas Folarcid 57.
Carriles 1 y 2: poblaciones de RNA poli A+
Carril 3 : poblaciones de RNA poli A-

Carril 4 : RNA total de E. histolytica.

Carriles 5 y 6: RNA polisomal de cerebro de rata.




|l 2 3 4 5 6




El progreso de la ancmia del conejo sc siquib por obscrvacién al
microscopio de preparaciones de sangre periférica tehidas con
nuevé azul de metileno, el cual tine intensamente complejos de
ribonucleoproteina (Fig. 13), Antes de iniciar el tratamiento
la mayoria de los conejos presentaron 0 a 1.5% de reticulocito-
sis (Fig. 13 A). En el tercer dia del tratamiento, la reticulo-
citosis alcanzél90 a 95%, sbélo que la mayorfa de las células te-
nidas fueron reticulocitos maduros (Fig. 13 B). A partir del
cuarto dia de tratamiento comenzaron a aparecer reticulocitos
joévenes (Fig. 13 C) y en los dias quinto al séptimo se observd
de 90 al 100% de reticulocitos jévenes, los cuales presentaron
en su interior grandes cantidades de material ribonucleoproteico
(Fig. 13 D). La sangre de los animales gque presentaron este ti-
po de reticulocifosis se utilizd para preparar el lisado de re-~
ticulocitos, de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos.
Este criterio, sin embargo, no fue suficiente para garantizar

la funcionalidad del lisado, ya que no se observd correlacién
entre la cuenta de reticulocitos y la actividad traduccional del

lisado obtenido.

La preparacidn del lisado de reticulocitos es un procedi-
miento relativamente simple, pero sin embérgo requiere que la
técnica sea realizada guardando todas las precauciones posibles
para evitar la contaminacién con nucleasas exbégenas y en el menor
tiempo posible para evitar la inactivacién del extracto celular.
Por otra parte, se observdé que la respuesta de los conejos al
tratamiento con 1,2-acetilfenilhidrazina, asi como la actividad

biol6gica de los lisados obtenidos varié mucho de animal a animal,
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Figura 13

Induccidn de reticulocitos por administracibn de

1,2~ acetilfenilhidrazina.

Los conejos se inyectaron durante 5 - 7 dias con 1,2-acetil-
fenilhidrazina por via intramuscular. En el primer dia de tra-
tamiento se administrS vitamina B12 ; cido félico. El progre-
so de la anemia de los conejos se siguid por cuantificacién dia-
ria de reticulocitos de sangre obtenida de la vena marginal de
la oreja del conejo. La sangre se tind con nuevo azul de meti—
leno durante 15 min a 37°C. Con esta sangre se prepararon ex-

tensiones en portaobjetos y se observaron con objetivo 100X.

Cuadro A: muestra de sangre tomada antes de iniciar el tra-

tamiento.

Cuadro B: muestra de sangre tomada en el tercer dia de tra-

tamiento.

Cuadro C: muestra de sangre tomada en el cuarto dia de tra-

tamiento.

Cuadro D: muestra de sangre tomada en el quinto a séptimo

dia de tratamiento.
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por lo que se trataron varios conejos simult@neamente para au-
mentar asf la posibilidad de obtener un lote de lisado de re-

ticulocitos con alta actividad de sintesis proteica.

5. Actividad traduccional endbdgena de los lisados de reticulo-
citos.

El lisado de reticulocitos de conejo contiene gran cantidad
de RNAS menéajeros endbgenos principalmente para alfa y beta-glo-
binas, los cuales puedensmr traducidos bajo condiciones adecuadas
a velocidades muy cercanas a las que se presentan en las células
intactas. éin embargo, entre cada lote de lisado de reticuloci-
tos existe una considerable variacién de eficiencia traduccional
para los RNA meﬁsajeros endbgenos, y por consiguiente para RNA
nensajeros exdgenos (Perbal, 1984). Por esta razén, antes de em-—
plearlos enllos énsayos de traduccibn in vitro procedimos a deter-
minar la actividad tradﬁccional para RNA mensajeros endSgenos de
"los 12 lotes de lisado obtenidos. Para ello, el lisado de re-
ticulocitos de conejo se complement® con las sustancias que le
permiten efectuar eficientemente traduccién in vitro, incluyendo

3SSfMetionina de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos,

la
sblo que en estos experimentos se omitid el tratamiento con nu-
cleasa micrococal. Los resultados de estas determinaciones se
muestran en la Tabla IV. Cabe ‘aclarar que se adopt6 como crite=-
rio el utilizar s6lo aquellos lisados de reticulocitos cuya ac-
tividad de sintesis proteica end6gena en 5 pl de mezcla de tra-
duccidn precipitada con TCA presentara méds de 1 X 10_6¢.p.m. de

35S—Metionina después de 90 min de incubacibn a 30 C.

Como poéemos observar en la Tabla IV, sb6lo tres de los 12
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TABLA IV

Evaluaci6n de la actividad traduccional RNAm endSgena

de los lisados de reticulocitos de conejo.

Lote cpm/5 ul de mezcla del
traduccidn
0 min 90 min
R -1 | 1 68 782 560 576
R -2 | 134 539 509 114
R-3 =~ 191 633 -1 172 685
R ~ 41 146 802 344 598
R - 43f . 142 056 456 292
R - 44 12 023 16.637
R - 51 | 12 347 37 877
R ~ 52 115 791 534 136
R - 61 , 20 532 38 448
R - 62 23 021 189 394
R - 71 o | 120 365 1 060 276
R - 72 104 266 : 1 180 446
1. cpm de 35S—Metionina en 5.ul de mezcla de traduccidn preci-

pitados con TCA al 10%, antes (0 min) y despu&s de la incuba-

cibn (90 min) a 30°C,




lisados de reticulocito presentaron una alta coficicncia Lraduc-
cional enddgena. Estos lisados corresponden a los lotes R-3,

' 1
R-71 y R-72, los cuales fueron utilizados para la traduccidbn

in vitro de 10s RNAs mensajeros amibianos.

6. Tratamiento con nucleasa micrococal.

La elevada actividad de RNAm de globina endS6gena de los li-.
sados de reticulocitos de cdnejo fue eliminada por digestidén del
lisado con nucleasa micrococal, de acuerdo al procedimiento des-
crito por Pe%ham y Jackson (1976). Para verificar la eficiern:ia
de destruccién de los RNAs mensajeros end8genos por el tratamien-
to del lisado de reticulocitos con nucleasa micrococal, se deter-
mindé la incorporacidn de 35S--Metionina en material TCA precipita-
ble en lisados digeridos y sin digerir despﬁés de efectuar los
experimentos de traduccidén in vitro. Los resultados de estas de-
terminaciones se muestran en la Tabla V. Como puede observ;rse
la digestifn del lisado de reticulocitos de conejo con nucleasa
micrococal disminuyé notablemente el nivel de sintesis proteica
enddgena, siendo &sta 30 veces menor que la original. Esto se
debid a la hidrélisis de los RNAm de globina end6genos por accidn
de la nucléasa micrococal. Los productos de traduccién obteni-
dos con lisados previamente digeridos y sin digerir con nucleasa
micrococal se analizaron por fluorografia de los geles de po-
liacrilamida - SDS al 10%. En la figura 14 carril 1 se muestran
las proteinas que aparecen como productos de traduccién endSgena
después de la digestifn con nucleasa micrbcocal. Una de estas

" bandas es muy prominente y tiene un peso molecular aparente de .

47 Kd y aparecen otras bandas de 17 y 102 Kd. Estas bandas, Siﬁ" 
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TABLA V

Efecto del tratamiento con nucleasa micrococal sobre la
actividad traduccional RNAm end6gena de los lisados

de reticulocitos de conejo

cpm/5 ul de mezcla de traducciénl  pisminucién2

Lote sin digerir digerido relativa

R -3 1 328 967 35 821 37.1

R-71 1 187 955 42 023 28,3

R - 72 1 120 361 31 290 35.8

1., cpm de 35S—Metionina en 5 ul de mezcla de traduccibn, con li=-

sados digeridos y no digeridos con nucleasa micrococal, preci-

pitados con TCA al .10%.

2, Relacién de las cpm de 35

S~Metionina incorporadas en la mez-
cla de traduccibn con lisado no digerido entre las incorpora-
das en la mezcla de traduccién preparada con lisado digerido

con nucleasa micrococal.



Figura 14

Fluorografia de los productos de traduccidn de los RNAm's
end6genos de lisados digeridos y no digeridos con

nucleasa micrococal.

El lisado de reticulocitos se complementd con hemina, un

35S—Metionina. Una porcién de

sistema regenerador de energia y
este lisado se digirié con nucleasa micrococal, mientras que a
otra se le adiciond agua en lugar de la enzima. Al lisado dige-
rido se le adicion6é agua o RNA total de §. cerevisiae y al lisa-
do no digerido se le adicioné agua en lugar de RNA. Estas mez-
clas de traduccibn se incubaron 90 min a 30°C. Los productos

de traduccidn in vitro se fraccioﬁaron en geles de poliacrilami-

da-SDS al 10%. Los geles se trataron con PPO/DMSO y se secaron

con calor y vacio. El gel se expuso a una placa de Rayos X por

36 h a - 70°C,
Carril 1l: lisado digerido + agua.
Carril 2: lisado no digerido + agua.

Carril 3: lisado digerido + RNA de S. cerevisiae.




I8

Kd
16—

68—].




=
n

embargo pueden considerarse como un fondo aceptable y en general
puede decirse que no interfieren con el andlisis de las pro-
teinas sintetizadas in vitro a partir de RNAs mensajeros exége-
nos. En el carril 2 della figura 14 se muestran los péptidos
sintetizados con el lisado sin digerir, los cuales son codifi-
cados por los RNAs mendajeros endbgenos de los reticulocitos.
Por otra parte, para éomprobar que el tratamiento con nucleasa
micrococal no hébia Hgferiorado la actividad traduccional del
lisado de reticulocités. Se adiciondé un RNAm exdgeno al siste-
ma de traduccibn in vitro. En este caso se utilizé RNA celular

total de Saccharomyces cerevisiae. Los productos de traduccidn

codificados 'poreste RNA se muestran en el carril 3 de la figura
14, Como puede observarse el lisado de reticulocitos fue capaz
de sintetizar protefnas cuyos pesos moleculares fluctuaron entre
14 y 116 Kd; Esto fue indicativo de que el lisado de reticulo-
cito de conejo era altamente eficiente para traducir los RNAs

mensajeros exdgenos de nuestro interés.
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7. Incorporacidn de 355-Metionina en material TCA caliente
‘precipitable.

gida por los RNAs aislados de las:clonas A (Fag+, Adh+, Ctp+,
Tox+, Vir+) y L-6 {(Fag-, Adh-, Ctp-, Tox~, Vir~) de E. histolytica
después de la incubacibén con la mezcla de traduccidén, se determi-
né la incorporacién de 3SS-—Metionina en material TCA precipita-
ble. Como control se empled un lisado al que se agregbé agua en
lugar de RNA, el cual se incubd bajo las mismas condiciones que
el lisado mezclado con RNA. La incorporacién de 35S—Metionina

en material TCA precipitable en la mezcla de traduccidn fue de

8 a 11 veces mayor que en el control sin RNA (Tabla VI).

8. Traduccibén in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica.

Para examinar las proteinas codificadas por los RNAs mensa;
jeros de las clonas A y L-6, eficiente y deficiente en fagocito=-
sis respectivamente, se realizaron experimentos de traduccibn
in 21559 en un sistema libre de células derivado de reticulocitos
de conejo de acuerdo al procedimiento descrito pof Pelham y
Jackson (1976). En este tipo de ensayos se utilizé RNA amibiano
aislado cén los métodos que de DEP-SDS o isotiocianato de guani-
dina. La eficiencia de la traduccibn in vitro dirigida pér los
dos tipos de preparaciones de RNA se estimbé en base a la incorpo-

358—Metionina en material TCA precipitable. Como se

racibn de
muestra en la Tabla VII, el RNA aislado con el método DEP-SDS

no mostré,actividad biolégica, mientras que el RNA preparado de
. acuerdo al ﬁétodo de isotiocianato de guanidina - CsCl incorpofé‘“"

11 veces m&s cuentas que el lisado control, el cual se incub6
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TABLA VI

355-Metionina en material TCA precipitable en

Incorporaci®n de
lisados de reticulocitos incubados con RNA de las clonas A y

L-6 aisladas por el m&todo isotiocianato de guanidina-CsCl

cpm/5 ul de mezclal incorporacion2
Muestra de traduccidn relativa
Control (-RNAQ 45 168 -
Clona A 381 217 8.44
Clona L-6 486 911 10,78

1. cpm de 35S—Metionina en 5 ul de mezcla de traduccidn precipi-

tados con TCA al 10%.

2. Relacién de las cpm incorporadas en 5 ul de mezcla de traduc-
cién con RNA (Clonas A o L-6) entre las cpm incorporadas en el
mismo volumen de mezcla de traduccién control, pero con agua

en lugar de RNA,
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TABLA VII

Incorporaci6én de 35

S-Metionina en material TCA precipitable
en lisados de reticulocitos incubados con RNA aislado por

los mEtodos DEP-SDS e isotiocianato de guanidina-CsCl

Muestra "~ cpm /5 ul de 1 incorporacién2
) mezcla de traduccibn relativa
Control (~RNA) 21 138 -
DEP~SDS 13 433 0.635
Isotiocianato de 243 682 11.528

guanidina-CsCl

l, cpm de 35S-Metionina en 5 ul de mezcla de traduccibn precipi~

tados con TCA al 10%.

2, Relacidén de las cpm incorporadas en 5 ul de mezcla de traduc-
cibén programada con preparaciones de RNA (obtenidas con los
métodos DEP-SDS o Isotiocianato de guanidina-CsCl) entre las

incorporadas en 5 ul de lisado control.
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con agua. Por esta razbn, todos los experimentos de traduccién
in vitro siguientes se realizaron con RNA aislado por centrifuga-
cién en una gradiente de cloruro de cesio en presencia de isotio=

cianato de guanidina. Los productos de la traduccibén in vitro

de los RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 de E. histolytica
se analizaron por electroforesis én geles de poliacrilamida-SDS
y las fluorografias de estos geles se muestran en la figura 15.
Cono se puede observar, el lisado control (Fig. 15 carril 1), in-
bubado con agua destilada en lugar de RNA, presenta dos péptidos
con peso molecular aparente de 47 y 102 Kd cuya significancia

sc discutidé anteriormente; mientras que las fluorografias de los
lisados incubados con los RNAs de las clonas A y 1-6 (Fig. lS
carriles 2 y 3) muestran lq presencia de una gran variedad de
péptidos, cuyos pesos moleculares aparentes se encuentran entre
15 y 110 Kd. Al comparar las fluorografias de ambas clonas, se
puede notar que los patrones electroforéticos de los productos
de traduccién in vitro son muy semejantes entre si. Sin embargo,
existe una diferencia particularmente interesanté. En el carril
3 correspondiente a los péptidos codificados por el RNA de la
clona L-6, deficiente en fagocitosis, se observa un péptido de
aproximadamente 78 Kd, el cual no encuentra entre los péptidos
sintetizados en la mezcla de traduccidén programada con RNA de

la clona A con alta velocidad de fagocitosis. Este péptido po-
dria corresponder a una de las proteinas amibianas que se encuen-
tran modificadas estructuralmente en la clona L-6 y que le con-
fieren a los trofozoitos de esta clona la deficiencia en fagoci-

tosis.
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' Figura 15

Fluorografia de los productos de traduccién in vitro

de los RNAm's de las clonas A y L-6 de E. histolytica.

La traduccidn in vitro de los RNAs mensajeros de las clonas

Ay L-6 de E, histolytica se efectuaron con lisado de reticuloci-

tos previamente digerido con nucleasa micrococal. Las mezclas
de traduccibn in vitro se incubaron 90 min a 30°C y los produc-
tos obtenidos se fraccionaron por electroforesis en geles de
poliacrilamidanSDS al 10%, La mezcla de traduccidn control con-
" tenfa agua estéril en lugar de RNA. Las muestras se corrieron
durante é a 6 h a 25 mA y posteriormente se tratd con PPO/DMSO.
El gel secado por calor y vacio se expuso a una‘placa de Rayos X

‘durante 36 a 48 h a - 70°C,
Carril 1: lisado digerido + agua.
Carril 2: lisado digerido + RNA clona A.

Carril 3: lisado digerido + RNA clona L-6.
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9, Inmunoprecipitacién de los productos de traduccién in vitro.

Para determinar si durante la traduccién in vitro se habfan
sintetizado péptidos antigénicos codificados por los RNAs de las

clonas A y L-6 de E. histolytica, las mezclas de traduccidén se

inmunoprecipitaron con sueros policlonales y monoclonales anti-
amiba. Estos ensayos se llevaron a cabo de acuerdo al método
descrito por Kessler (1975), el cual se basa en el uso de bacte-
rias de S. aureus, portadoras de grandes cantidades de proteina

A en su pared celular, como inmunoadsorbente para remover los
complejos inmunes formados en la reaccién de inmunoprecipitacidn.
Las mezclas de traduccidn in vitro programadas con RNA de las
clonas A y L-6 se incubaron con sueros inmunes de conejo anti-clona
A, anti-clona L-6 y con un suero anti-112, el cual es un suero
policlonal monoespecifico que reconoce una proteina amibiana de
112 Kd. Esta proteina est§ aparentemente involucrada en el me-
canismo de adhesidn y fagocitosis de los trofozoitos de

E. histolytica a la célula blanco (Orczco y col., 1986). Los

controles se incubaron bajo las mismas condiciones, sélo que en
este caso se utilizaron sueros normales de conejo. Al término

de la incubacidn se adicionaron las bacterias de S. aureus y los
complejos antigeno - anticuerpo unidos a las bacterias se recu-
peraron por centrifugacidn. Las proteinas enlazadas no especi-
ficamente se eliminaron lavando la pastilla bacteriana con cam-
bios bruscos de pH, concentracidn salina y detergente. Finalmen-
te, los complejos antigeno - anticuerpo se liberaron del inmuno-
adsorbente por ebullicién de la pastilla bacteriana en solucidn
amortiguadora de muestra para geles de poliacrilamida - SDS. La

fluorografia del gel de poliacrilamida - SDS que contenia los
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polipéptidos antigénicos inmunoprecipitados se muestra en la
figura 16, Comé se puede observar los sueros policlonales anti-
amiba reconocieron un gran nGmero de productos de traduccifn,
los cuales no fueron enlazados por sueros normales de conejo.

En los carriles 2, 3, 6 y 7 de la figura 16 se muestra gue los
sueros policlonales anti -~ A y anti - L-6 reconocieron especi-
ficamenrn'e varios polipéptidos con peso molecular aparente entre
17 - 95 Kd. Los sueros normales de éohejo utilizados como con-
trol, reaccionaron con un triplete de péptidos de aproximadamen-
te 50 Kd (Fig. 16 carriles 1 y 5). Un antisuero de conejo mono-
especifico preparado en contra de la proteina amibiana de 112 Kd
precipitd especificamente dos bandas de 89 y 95 Kd cuando se in-
cubd con la mezcla de traduccidén de .la clona A, pero cuandp es-
te mismo antisuero se incubd con la mezcla de traduccién dé la
clona L-6 ﬁo aparecid la banda de 95 Kd y en cambio se insinfQa

" una banda de 78 Kd. Este resultado es muy interesante porgue el
péptido 95 Kd podria ser el precursor no glicosilado de la pro-
teina de sdperficie'de 112 K4, la cual parece jugar un papel

muy importante en el proceso de adhesién amibiana a la célula

blanco (Rodriguez, observacidn personal).

Por otra parte, para saber si alguna de las proteihas sin-
tetizadas pdr los RNAms in vitro podria ser reconocida por anti-
cuerpos monoclonales dirigidos en contra de antigenos de super-
ficie amibianos, las mezclas de traduccifn programadas con las
RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 se inmunoprecipitaron con
los anticuerpos monoclonales (Mabs) 10, 15y 24', los cuales tie-_;f

nen la propiedad de inhibir propiedades biolégicas de los trofo-




Figura 16

Fluotog&afia de los productos de traduccién'ig vitro
de los RNAm's de las clonas A y L-6 inmunoprecipitados

con los sueros anti-A, anti-L-6 y anti-112 Kd.

‘Los productos de traduccién in vitro de los RNAm's de las
clonas A y L-6 se pusieron a interaccionar con anticuerpos poli-
clonales dirigidos contra trofozoitos de las clonas A y L-6 y
contra la proteina de 112 Kd de la superficie amibiana. Los
complejos antigeno-anticuerpo se recuperaron de la mezcla de
traduccibn por adicidr de S. aureus al 10%. TLos péptidos radio-
activos inmunoprecipitados se fraccionaron por electroforesis en
geles de poliacrilamica-SDS. Los geles se trataron para fluoro-
grafifa con PPO/DMSO y.se secaron con calor y vacio. El1l gel
se expuso a una placa de Rayos X durante 48 - 72 h a - 70°C. .

Los complejos inmunes se liberaron de las bacterias S. aureus por
ebullicidén en solucidén amortiguadora de muestra para electrofore-

sis en geles de PAGE-SDS.
Carril 1: péptidos de la clona A + suero normal de conejo.
Carril 2: péptidos de la clona A + anti-A.
Carril 3: péptidos de la clona A + anti-L-6.
Carril 4: péptidos de la clona A + anti-112 Kd.
Carril 5: péptidos de la clona L-6 + suero normal de conejo.
Carril 6: péptidos de la clona L-6 + anti-A.
Carril 7: péptidos de la clona L-6 + anti-L-6.

Carril 8: péptidos de la clona L~6 + anti-112 Kd.
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' zoitos de E. histolytica relacionadas con la virulencia. Los
Mabs 10 y 15 inhiben la eritrofagocitosis y la actividad de
toxina de extractos amibianos sobre cé&lulas en cultivo, nmien-
tras que el Mab 24' sblo inhibe actividad de toxina (Orozco vy
col,, 1986). Los productos de traduccibn de la clona A y L-6
inmunoprecipitados con los anticuerpos monoclonales 10 y 24!

se fraccionaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS y la fluorografia de este gel se muestra en la fiqura 17.
En este tipo de experimentos se utilizé como control suero de
ratones no inmunizados, con los cuales inmunoprecipitaron siete
péptidos con pesos moleculares aparentes de 18 a 110 Kd. Sin
emb;rgo, destaca el reconocimiento de un par de bandas de aproxi-
madamente 52 Kd precipitadas por los tres monoclonales utiliza-

dos, las cuales no fueron enlazadas por los sueros de ratbén nor-

mal.

Los resultados obtenidos hasta este momento indican que se
logr6 aislar RNA puro e intacto a partir de las clonas A y L-6

de E. histolytica. Estas preparaciones de RNA estimularon la

incorporacibn de§3SS—Metionina en material TCA precipitable, con
lo cual demostraron conservar su actividad de RNA mensajero. Al
comparar los productos de traduccibn codificados por los RNAs
mensaﬁeros de estas dos clonas se detgcté un péptido con peso
molecular aparenteAde 78 Kd, el cual podria estar involucrado en
la fagocitosis de los trofozoitos amibianos. Los sueros poli-
ciﬁnales anti - A y anti - L-6 reconocieron éspecificamente una
variedad de antigenos amibianos sintetizados in vitro, con lo

cual se demostrd la eficiencia de 1la traduccién in vitro. Un
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Figura 17

Fluorografia de los productos de traduccidn in vitro de
los RNAm's de la clona A inmunoprecipitados con los

anticuerpos monoclonales 10, 15 y 24°',

Los productos de la traduccidn in vitro de los RNAs mensa-
jeros de la clona A se incubaron con los anticuerpos monoclonales
10, 15 y 24'. Los complejos antigeno-anticuerpo se removieron de
la mezcla de traduccibn por adicidn de S. aureus al 10%. Los
péptidos radioactivos inmunoprecipitados se fraccionaron por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Los geles se trataron
para fluorograffia con PPO/DMSO y se secaron con calor y vacio.

El gel seco se expuso a una placa de Rayos X por 48 - 72 h a -

70°C.
Carril 1: péptidgs de la clona A + suero normal de ratén.
Carril 2: péptidos de la clona A + suero anti-A.
Carril 3: péptidos de la clona A + Mab 10.
Carril 4: péptidos de la clona A + Mab 15.

Carril 5: péptidos de la clona A + Mab 24',
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suero policlonal monoespecifico dirigido contra la proteina ami=-

biana de 112 Kd reconocid un péptido con peso molecular aparente

de 95 Kd. Este péptido podria corresponder al precursor no gli-

cosilado de la proteina de 112 Xd. Finalmente, los anticuerpos

monoclonales 10,.15 y 24', gue inhiben
lacionadas con la virulenéia (Orozco y
especificamente con un éar de péptidos
mado de 52 Kd. Estos péptidos podrfan

en la adhesidn y la fagocitosis de los

E. histolytica sobre la cé€lula blanco.

propiedades amibianas re-
col.,, 1986) reaccionaron
con peso molecular aproxi-
jugar un papel importante

trofozoitos de
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VII, DISCUSION

La fagocitosis parece ser una de las funciones celulares
mis importantes que participan en la agresividaa de E. histolytica
hacia la célula blanco (Trissl y col., 1978; OQOrozco y col., 1980;
Orozco y col., 1983). Por lo tanto, el conocimiento de las ba-
ses moleculares que rigen este fendmeno permitird definir algu-~
nos de los‘factores de virulencia amibianos. La estrategia uti-
lizada en el presente trabajo para el estudio de las biomoléculas
involucradas en la fagocitosis de E. histolytica consistid en 1l
aislamiento y traduccibn in vitro de los mensajeros totales de
dos clonas’' con difererite grado de virulencia y fagocitosis, las
élonas A y L-6, para posteriormenté inmunoprecipitar los antige-
nos amibianos codificados por los RNAs mensajeros de ambas clo-~
nas. Se utilizaron anticuerpos policlonales y monoclonales con
el fin de detectar péptidos que pudieran estar relacionados con

el proceso de la fagocitosis.

1. Aislamiento de RNA de Entamoeba histolytica.

El primer paso para llevar a cabo esta estrategia fue nece-
sariamente el aislamiento de RNA de E. histolytica intacto y
biol6gicamente activo, Para ello, se probaron varios métodos
previamente publicados para la extraccién de RNA de cé&lulas
eucaribdticas. Durante la realizacibn de estos experimentos se
observé el mayor nfimero de precauciones posibles para evitar la
contaminacién por RNasas exddenas y por lo tanto la degradacidn
del RNA, Sin embargo, se encontré que los métodos de extraccién
que involucraron la homogenizacibén de los trofozoitos amibianos

en LiCl - Urea o Fenol/Cloroformo no fueron adecuados para la
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extraccién de RNA de los trofozoitos de E. histolytica, ya que
el RNA que se obtuvo con este tipo de métodos estuvo parcial o
totalmente degradado (Figs. 4 y 5). Varios autores han coinci-
dido en que es sumamente dificil aislar RNA intacto del género
Entamoeba mediante este tipo de métodos de extraccidn (Barker,
1976; Barker y Swales, 1976; Albach y col, 1984). Dicha difi-
cultad se ha atribuido fundamentalmente a la presencia de una
potente RNasa asociada a los ribosomas de E. histolytica
(Prachayasittikul y Albach, 1982), asi como a la presencia de
una gran cantidad de nucleasas citoplasmiticas solubles que ca-

racterizan al género Entamoeba (Ahzar y Mohan, 1975).

Por otra parte, con objetp de definir si el uso de fenol
era suficiente para inactivar las RNasas amibianas, se realiza-
ron experimentos de coextraccidn de RNA amibiano y RNA de cere-
bro de rata utilizaﬁdo diferentes métodos que involucran el uso
de fenol. Se observd que el RNA de cerebro de rata no perdid su
integridad, -ain después de ponerlo en contacto con un extracto
celular amibiano (Fig. 10 carriles 3 y 4); mientra; que el RNA
de los trofozoitos apareci6 parcialmente degradado, ya que no se
aisld la especie de RNA asociada a la subunidad ribosomal méyor

(Fig. 10 carriles 5 y 6). Estos resultados sugieren que la de-

gradacibn del RNA de E. histolytica no se debe a la incapacidad
del fenol para inhibir la accién de las ribonucleasas endbgenas
de los trofozoitos,.ya que de lo contrario también se hubiera de-
gradado el RNA de cerebro de rata. Sin embargo, no podemos des-
cartar la posibilidad de.que las RNasas amibianas no sean capa-

ces de actuar sobre el RNA de cerebro de rata. La degradacidn
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del RNA ribosomal mayor amibiano también podria ser debida a la
inestabilidad del RNA ribosomal mayor de E. histolytica a la
accién desnaturalizante del fenol, lo cual originaria que esta
especie se disociara én RNAs de menor coeficiente de sedimenta-
cifn. Esta sequnda posibilidad parece ser la mis acertada, ya
que Albach y col. (1984) observafon gque el RNA ribosomal mayor
258 es sumahente sensible a la temperatura y se disocia comple-
tamente en dos polinuclebdtidos de 16 y 17S cuando se incuba a

56°C por tiempos cortos,

Por otra parte, varios autores han encontrado que en la ma=-
yoria de los protozoarioé v en algunos otros eucariontes inferio-
res, el RNA ribosomal asociado a la subunidad mayor se disodia
bajo condiciones desnaturalizantes en dos fragmentos de aproxi-
madamente el mismo tamano, semejantes en tamafio al RNA riboso=-
mal asociado a la subunidad menor (Davis y Mullersman 1981,
Ishikawa 1973, Payne y Loening 1970, Shine y Dalgarno 1973).
Este tipo de fenémeno no se ha observado en diferentes células
animales y vegetales estudiadas, en las cuales el RNA ribosomal
mayor (28S) consiste en un complejo formado por una mol&cula de
RNA que sedimenta ligeramente por abajo de 28S y otra dé bajo
peso molecular (Pene y col., 1968; King y Gould, 1970; Prestayko
y col., 1970). Sy y McCarty (1970) sugieren que las diferencias
en composicifn y estabilidad de la molécula de RNA asociada a la
subunidad mayor podria representar a su vez una diferencia evo-

lutiva entre procariontes y eucariontes.

Bajo nuestras condiciones experimentales, .s6lo con los méto-

dos de extraccidn basados en el uso de DEP e isotiocianato de gua-
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nidina se aisld® RNA amibiano intacto (Figs. 6 y 7), el cual en
condiciones no desnaturalizantes present6 4 bandas de coeficien-
tes de sedimentacibn mayor a 28S, aprbximadamente 255, mayor a
18S y otra de aproximadamente 16S. En condiciones desnaturali-
zantes estas bandas se resolvieron en 5 bandas de 1,59, 1.47,
0.63, 0.49 y 0.44 Md de peso molecular (Fig. 9). Sin embargo,
atin cuando estas dos preparaciones de RNA mostraron en com@n un
alto grado de integridad,'también presentaron grandes diferen-
cias en sus propiedades fisicas y biolégicas. Con el método

DEP ~ SDS descrito por Alﬁach y‘col.r(l984) para el aislamiento
del RNA de E. histolytica se ‘obtuvo RNA amibiano intacto, sin
embargo mostxrd un elevado ¢ndice de contaminacién con proteinas
(260/280 nm menor a 2) (Tabla II) y SDS, asi como ausencia total
de actividad biolégicé en sintesis proteica en un sistema de
traduccibn in vitro (Tabla VI). Es probable que la carencia de
actividad RNAm en las preparaciones de RNA aisladas de apuerdo
al método DEP =~ Sbs se deba en gran parte al uso de DEP, ya que
este compuesto ademis de iﬁhibif efectivamente la actividad ri-
bonucleasa (Ehrenberg y Solymosy, 1976), ataca &cidos nucleicos
de cadena sencilla y bases de adenina (Ehrenberg y Solymosy,
1976; Jost y col., 1978; Mendelshon y Young, 1978; Rhoads y col.,
1973).

Por‘otra parte, con las modificaciones propuestas por el
Dr. Federico S&nchez (comunicacidn personal) al método isotiocia-
nato de guanidina - CsCl (Urlich y col., 1974; Glisin y col,,
1977) previamente descrito para el aislamiento de RNA eucaribti-

co a partir de tejidos ricos en nucleasas, se obtuvieron prepa-
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raciones de RNA amibiano de excelente calidad. El fndice d& ab-
" sorbancias 260/280 nm para estas muestras fue superior a 2 en
todos los casos, lo cual indic6é un bajo nivel de protefna en el
RNA total. Este indice de absorbancias no se observé con ningu=-
no de los otros métodos ensayados, incluyendo el método DEP - SDS
(Tabla II). Ademds, a diferencia con el RNA aislado de acuerdo
al método DEP - SDS; el RNA aislado en presencia de isotiociana-
to de guanidina coriservd su actividad RNA mensajero, segfin demos-
traron los ensayos ée traduccibn in vitro, en los cuales la adi-
cién de este RNA al sistema resultd en la estimulacidn de la in-

35

corporacifn de S-Metionina en material TCA precipitable.

Sin duda el éxito para aislar RNA amibiano puro,‘intacto Y
biol6gicamente activo con el método isotiocianato de guanidina -

CsCl depende de los siguientes tres pasos criticos:

1) El uso de isotiocianato de guanidina durante la homogeniza-
cibén celular, el cual tiene la propiedad de desnaturalizar
rapidamente ribonucleasas y de disociar completamente com-
plejos-de ribonucleoproteina, permitiendo asf la extraccibn

de RNA no degradado de la mezcla.

2) La sedimentacién del RNA a través de un gradiente de CsCl

para separarlo del DNA y de las protefnas contaminantes y

3) El lavado de extracto crudo de RNA con LiCl y EDTA para so-
lubilizar residuos de DNA y proteinas asociadas, glucdgeno
y otros carbohidratos que pudieran interferir con la activi-

dad traduccional del RNA,

Por otra parte, la eficiencia de recuperacién de RNA total




102

por trofozoito con el método. de isotiocianato de guanidina - CsCl
fue superior a aquella observada con el método DEP - SDS (Tabla
II). Aungue cabe hacer notar que con ambos métodos aislamos de

2 - 4 veces més cantidad de RNA del esperado para una célula eu-
caribtica tipica, la cual se sabe que contiene 1 X 10"5 ug de

RNA total.

2. Aislamiento de RNA poliadenilado.

Las poblaciones de RNA poliadenilado, compuestas principal-
mente por RNAm ge aislaron por cromatografia ae afinidad a olirs-
ar celulbsa, de acuerdd al método desqrito por Aviv y Leder (1971).
El RNA poli A4 se aisld a partir de preparaciones de RNA total
obtenidas con los métoéoslﬂ?-—SDSe isotiocianato de guanidina-
CSCl. En ambos casos, el RNA poli A+ constituyd entre 5 a 10%
del RNA aplicado a la columna. Este porcentaje representa un
exceso de cuando mencs el 100% en la cantidad de RNA poliadeni-
lado esperado paré una c&lula eucaribtica tipica, la cual contie-
ne aproximadamente 1 a 5% de RNA poli A+ (Lehninger, 198l). Es-
te excedente podria ser debido a que la fraccifn de RNA poliade-
nilado contiene especies de RNA ribosomal como contaminantes,
las cuales se encuentran en mayor proporcidn en la célula (80 a
85%), y por ello dificilmente pueden ser separadés por completo

de los RNAs poli A+.

Las preparaciones de RNA poliadenilédo, ricas en poblacio-
nes RNAm, se utilizaron para dirigir la sintesis de proteinas
en un sistémande traduccién in vitro derivado de reticulocitos
de conejo. La eficiencia de la traduccidén in vitro medida en

35

base a la cantidad de ~“~S-Metionina incorporada en material TCA
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precipitable, mostrd ser 1 a 1.5 veces mds alta que cuando se

utilizaron preparaciones de RNA total.

3. Preparacidn del lisado de reticulocitos de conejo.

El lisado de reticulocitos de conejo eé sin duda el siste-
ma de sintesis proteica libre de c€lulas mds cominmente utiliza-
do para la caracterizaciftn de RNAs mensajercs heterdlogos. Este
lisado puede ser obtenido de diferentes casas comerciales del ex-
tranjero, pero es sumamente caro y ademds se corre el riesgo de
gue se inactive durante el transporte. Por esta razbn, decidi-
mos prepararlo en el laboratorio. ELl protocolo que se siguid
para su preparacibn fue el descrito por Pelham y Jackson (19276).
Los reticulocitos se obtuvieron de conejos jévenes con anemia
experimental inducida por inyeccibén del agente hemolitico 1,2-
acetilfenilhidrazina. Al tercer dia de tratamienﬁo con este far-
maco, los qonejos preséntaron 90 a 95% de reticulocitosis, s6lo
que la mayor parte de estas células eran reticulocitos maduros,
.E1 uso de este tipo de células para la preparacién del lisado de
reticulocitos no es conveniente, yva que la actividad de sintesis
proteica endbgena estd bastante disminuida en comparacidn con
los reticulocitos jévenes. Estas células se comenzaron a obser-
var a partir del cuarto dfa de tratamiento. En el quinto a sép-
timo dia se encontrd 90 a 100% de reticulocitos jbvenes en los
frotis de sangre periférica. Estas cé&lulas se distinguen de los
eritrocitos 'y de los reticulocitos maduros por presentar una gran
cantidad de agregados de material ribonucleoproteico en su inte-
rior, cuando se tifien con colorantes b&sicos tales como el nuevo

azul de metileno (Fig. 13 D). El finico inconveniente gque presen-
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ta el uso de reticulocitos jdvenes para preparar el lisado uti-
lizado en los experimentos de traduccién in vitro, es que el
lisado obtenido estd saturado con RNAm de globina endbégenos y
por tanto, los RNAs ex8genos éon traducidos s6lo en la extensién
en la que ellos compiten con los endb6genos. Por esta razbn, es
indispensable digerir este extracto celular con nucleasa micro-

cocal.

Los conejos utilizados para la preparaci6n del lisado de
reticulocitos mostraron amplias diferencias en su respuesta al
tratamiento con acetilfenilhidrazina. En general, se observd
que los conejos jbévenes respondieron més r&pidamente a la induc-
cibn de la reticulocitosis que los conejos maduros. Es probable
que esto se deba a que los conejos jbvenes presentan mayor dife-
renciacibn celular en médula 6sea que los conejos maduros, en
los cuales la médula &sea roja Ha sido reemplazada en gran parte
por médula 6sea amarilla (inactiva en diferenciacidn celular).
Por otra parte, se observd que los coneﬁos joévenes, a los cuales
se les administrd cido fblico y Vitamina Bl2 en el primer dia
de tratamiento, necesitaron de 7 a 9 dosis de acetilfenilhidra-
zina para presentar 90 - 100% de reticulocitos jévenes. Sin em-
bargo, dos de los tres lisados que mostraron los mds altos fndi-
ces de actividad traduccional enddgena (Tabla IV} se obtuvieron
de conejos a los cuales se les administrd esta mezcla de vitami-

nas.

4, Actividad traduccional endbgena del lisado de reticulocitos.
Como .se mencioné anteriormente, la actividad traduccional

de los RNAs mensajeros endbgenos varié considerablemente entre

cada lote de lisado de reticulocitos. Con el fin de estandarir   @]f
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zar condiciones y garantizar la traducci6n eficiente de los

RNAs exbgenos amibianos, se adoptd como criterio el utilizar s6-
lo aquellos lisados que mostraran amplia capacidad para traducir
sus propios mensajeros. Para ello, se determind la incorpora-
cidén de 35S—Metionina en lisados de reticulocitos sin digerir
con nucleasa microceccal. De los 12 lisados probados sb6lo 3 de
ellos mostraron'una elevada actividad traduccional, &stos fue-
ron los loteé R-3, R-71 y R-72 {(Tabla IV). Existen varias cau-
sas por las cuales el lisado de reticulocitos puede ser incapar
de efectuar sintesis de proteinas in vitro. Entre ellas desta-

can:

1) El uso excesivo de heparina como anticoagulante, yva que es-

te compuesto inhibe la sintesis de proteinas.

'2) La acumulacidn del factor HRLl (inhibidor de la traduccién),
la cual puéde ser evitada por la adicién de hehina inmedia-

tamente despué&s de descongelar el lisado.

3) La inactivacién de factores de iniciacién por manipulacidn

inadecuada del lisado de reticulocitos.

4) Contaminacién del lisado con nucleasas ex6genas durante su

preparacidn, o por

5) Liberacidn de nucleasas leucocitarias durante la lisis de
paquetes de reticulocitos con glfbulos blancos contaminantes,

las cuales degradan los mensajeros endSgenos de globina.

5. Tratamiento con nucleasa micrococal.

El siguiente paso en la preparacidén del sistema de traduc-
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cibn in vitro RNA-dependiente derivado de reticulocitos de cone-
jo, consistid en digerir el lisado de reticulocitos con nucleasa
micrococal para eliminar asi los RNAms de globina, La incorpora-

cién de 35

S-Metionina en material TCA precipitable obtenida en
los lisados de reticulocitos digeridos fue 30 veces menor que la
observada en los liéados sin digerir (Tabla V). Esto nos indicd
que el tratamiento con la enzima habia sido muy eficiente. Sin
embargo, también era importante determinar cuéntos y culles eran
los péptidds que'aparecian antes y despu8s de digerir el lisado

con la nucleasa micrococal. Para ello, se fraccionaron los pro-

ductos de traduccidn in vitro de lisados digeridos y sin digerir,

en geles de poliacrilamida-SDS. El andlisis per fluorografia de
los p;oductos de traduccibn in vitro del lisado de reticulocitos
digerido con nucleasa micrococal, mostrd la sintesis de tres
péptidos con pesos moleculares aparentes de 17, 47 y 102 Kd (Fig.
14 carril 1); mientras que en el lisado no digerido se sintetiza-
ron una gran variedad de péptidos, cuyos pesos moleculares fluc-
tuaron entre 14 y 110 Kd (Fig. 14 carril 2). Este resultado nos
confirmd la eficiencia del tratamiento con nucleasa para la eli-
minacidén de los RNAms end&genos. Los péptidos de 17, 47 y 102
Kd, que aparecen como productos de traduccifén en lisados digeri-
dos con nucleasa micrococal (Fig. 14 carril 1), ya han sido re-
portados por otros autores. Pelham y Jackson (1976) suponen que
estos péptidos no son productos de la traduccién de RNAm's endd- |
genos, ya que se siguen observando alGn en presencia de inhibido=-
res de la traduccibn. Estos autores sugieren que estos péptidos
ge marcan especificamente por tener alta afinidad por la

35S—-Metionina. Por otro lado, no se puede descartar la posibili-‘
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dad de que los mensajéros que codifican para los péptidos de
17, 47 y 102 Kd sean resistentes al tratamiento con nucleasa
micrococal o bien, que no se haya adicionado suficiente canti-

dad de nucleasa para destruir todos los mensajeros endbgencs.

Con el fin de vefificar que el tratamiento con la nucleasa
micrococal no habia deteriorado la actividad traduccional del
lisado de reticulocitos, se hizo un experimento de traduccidén
in vitro en el que se utilizé como control positivo RNA total

de Saccharomyces cerevisiae. La fluorografia de los productos

de traduccidn obtenidos en este ensayo (Fig. 14 carril 3) mues-
tra la sintesis de una gran variedad de péptidos, cuyos pesos
moleculares aparentes fluct@ian entre 14 y 116 Kd. Este resulta-
do nos sugirid que las condiciones utilizadas para el tratamien-
to dél lisado y para la subsecuente inactivacidn de la nucleasa
micrococal fueron adecuadas, ya que de lo contrario no se hubie-

ra observado la sintesis de péptidos de alto peso molecular.

6. Traduccién in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica.

Hasta este momento, ya se contaba con un sistema de sintesis
proteica libre de células - RNA dependiente. A continuacién se
procedib a probar la actividad bioldgica de las preparaciones de
RNA obtenidas con los métodos basados en el uso de DEP e isotio-
cianato de guanidina. Como se menciond anteriormente, el RNA
aislado con el método DEP - SDS no presentdé actividad de RNA men-
sajero; mientras que el RNA aislado por centrifugacién en gra-
diente de CsCl en presencia de isotiocianatd de guanidina estimu-

35

16 de 8 a 1l veces mds la incorporacién de ““S-Metionina en mate-

rial TCA precipitable que el control negativo, el cual se incub6 ,
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con agua destilada en lugar de RNA (Tabla VII). Por esta razén,
elegimos el método de isotiocianato de guanidina-CSCl para ais-

lar y purificar el RNA amibiano,

Los ensayos de traduccibén in vitro de los RNAm's de las

clonas A y L-6 de E. histolytica se efectuaron siguiendo el pro-

tocolo descrito por Pelham y Jackson (1976), en el cual el lisa-
do de reticulocitos de conejo es complementado con hemina, un
sistema generador de energia y un aminodcido radioactivo,
35S-Metionina para seguir las proteinas sintetizadas de novo.

El an&lisis por fluorografia del gel de poliacrilamida=-SDS que
contenian las proteinas radioactivas codificadas por los RNAm's
adicionados mostr® fa sintesis de numerosos péptidos con un ran-
go muy amplio de pesos moleculares, entre 15 y 110 K4 (Fig. 15).
Al comparar el patrén electroforético de los productos de tra-
duccidn in vitro de los RNAm's de las clonas A y L-6 de

E. histolytica, se observ6 una diferencia muy interesante. En
el carril 2 de la Fig. 15, correspondiente a los producﬁos de |
traduccién de los mensajeros de la clona L-6, se observd un
péptido de 78 Kd de peso molecular, el cual no se encontrdé en-
tre los productos de traduccidn de los mensajeros de la clona A.
Por otro:lado, este géptido de 78 Kd fue inmunoprecipitado de la
mezcla de traduccibén de la clona L-6 por el suero policlonal mo-
noespecifico anti-112, el cual reconoce una protefna de la su-
perficie amibiana'de 112 Kd que parece estar involucrada en los
procesos de adhesibn y’fagbéiﬁosis (Orozco y col., 1986). Este
resultado sugiere que el péptido de 78 Kd podria corresponder a

un precursor de la glicoproteina de 112 Kd sintetizada in vivo,
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ya que comparte con ella cuando menos un determinante antigéni-
co. Por otro lado, experimentos de marcaje con 125-1 han mostra-
do que los trofozoitos de la clona A presentan en su superficie
celular la proteina de 112 Kd, por lo cual es l6gico suponer que
debe existir un precursor para esta proteina entre los productos
de traduccibén de los mensajeros de esta clona. Sin embargo, como
se mencioné.énteriormente, el péptido de 78 Kd no fue inmunopre-
cipitado de la mezcla de traduccidn de la clona A; pero en cam-
bio el suero anti-112 reconocid especificamente un péptido de

95 Kd, el cual no fue inmunopredipitado de los productos de tra-
duccibn de los mensajeros de la clona L-6. Estos resultéaoé su-
gieren que ambos pé&ptidos de 78 y 95 Kd son precursores no gli-
cosilados de la proteina de 112 Kd. La diferencia en el corri-
miento electroforético de ambos péptidos, podria ser debido a

que son productos de traduccidn in vitro con diferente grado de
terminacidn o bien, debido a la presencia de alteraciones en la
estructura primaria de alguno de los péptidos, lo cual podria
modificar a su vez la carga eléctrica neta de la molécula y pro-

bablemente también su actividad biolégica.

Ya que el péptido de 78 Kd fue reconocido especificamente
como producto de traduccidén de los mensajeros de la clona L-6
deficiente en fagocitosis y virulencia, pero no fue identifica-
do como producto de traduccidn dé los RNAm's de la clona A (al-
tamente fagocitica y virulenta), suponemos que este péptido’ po-
dria estar relacionado con la deficiencia en fagocitosis de los
trofozoitos de la clona L-6. Si esto fuera cierto, este péptido

de 78 Kd también podria estar involucrado en la deficiencia en
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otras propiedades biolbgicas de los trofozoitos de esta clona,
ya que se pa reportado que el grado de fagocitosis correlaciona
con propiedades tales como la virulencia y efecto citopitico a-

mibiano sobre células en cultivo.

Por otra parte, cuando se inmunoprecipitaron los productos
de traduccibn in EEEEQ de los RNAm's de la clona A con los anti-
cuerpos monoclonales 10, 15 y 24', se observd que los tres mono-
clonales reconocieron dos péptidos de aproximadamente 52 Kd,
Como se habia mencionado anteriormente, los anticuerpos monocle-
nales 10 y 15 inhiben la fagocitosis y el efecto citotdxico, mien-
tras que el anticuerpo monoclonai 24' s6lo inhibe efecto citotéxi-
co. Este resultado sugiere que i;s péptidos de aproximadamente
52 Kd pod;ian ser precursores de proteinas que participan en los
fenbmenos de fagocitosis y efecto citotfxico. Hasta el momento,

no se conoce qué tipo de relacibn existe entre estos dos procesos.

Rodriguez (1985) aisl6 10 mutantes de E. histoixtica deficientes

en fagocitosis y encontré que tres de ellas también fueron defi-
cientes en efecto citotdxico. La fagocitosis es un feﬁémeno muy
complejo en el cual participan un gran nfimero de proteinas estruc-
turales y funcionales., Por tanto, es probable que algunas de las
proteinas que participan en los eventos de la fagocitosis, por e-
jemplo en la digestibn, también jueguen un papel importante en

el efecto citotdxico.
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VIII. CONCLUSIONES

Entre las conclusiones obtenidas durante la realizacién de
esta tesis se pueden anotar como las méds importantes las siguien-

tes:
Conclusiones generales,

1. éor los resultados obtenidos en los experimentos de sinte-
sis de proteinas in vitro utilizando las clonas A (Pag+) y
L-6 (Pag-), se sugiere que el péptido de 78 Kd que aparece
enriquecido en la clona L-6 esté relacionado con la defi-
ciencia en fagocitosis, asi como en otras propiedades bio-
lég;cas que se relacionan con la fagocitosis, tales como:

adhesién, virulencia y efecto citopético.

2. Se sugiere que los dos péptidos de aproximadamente 52 Kd re~
conocidos especificamente por ios anticuerpos monoclonales
10, 15 y 24', inhibidores de la fagocitoéis y de 1a activi-
dad de toxina'amibiana, podrian corresponder a protefnas
_inyoyucradas en la fago¢ibosis, efecto citopatico o cito-

téxico de E. histolytica.
Conclusiones particulares.

1. Se montaron las condiciones adecuadas para el aislamiento de

RNA puro e intacto de trofozoitos de E. histolztica.

2.  Se aislaron poblaciones de RNA poli A+ a partir de RNA total.. .
Estas poblaciones de RNA demostraron su capacidad para diri-

gir la sintesis in vitro de péptidos amibianos.
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3. Se prepar6 un sistema de traduccién in vitro libre de célu-
las a partir de un extracto celular de reticulocitos de co-

nejo.

4. Se corrobord la eficiencia de la nucleasa micrococal para
destruir los RNAs mensajeros endfgenos del lisado de re-

ticulocitos, sin deteriorar su actividad traduccional.

5. Los ensayos de traduccién in vitro confirmaron la presencia
de actividad RNA mensajero en las preparaciones de RNA to-

tal y RNA poli A+ de E. histolytica.

6. Se encontraron condiciones adecuadas para la inmunoprecipi-
tacién de los productos de traduccidén de los mensajeros de

las clonas A y L-6 por anticuerpos policlonales.

7. Los resultados obtenidos en los ensayos de inmunoprecipita-
cibn de productos de traduccidn con sueros policlonales anti-
amiba demostraron la sfntesis de varios antigenos amibianos

con pesos moleculares de 14 a 110 Kd.
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APENDICE
Medio TYI-S-33
Biosate 30.0 g
D=glucosa 10.0 g
NaCl | v 2.0 g
KH2PO4 | 0.6 g
K,HPO, | 1.0 g
L-cisteina-HCL 1.25 g
L-8cido ascbrbico 0.25 g
Citrato férrico de amonio 0.025 g

Se ajusta a pH 6.8 con NaOH 0.1 N y se afora a 870 ml con:

agua bidestilada. Se esteriliza por autoclave (15 lb, 20 min).

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

NaCl 7 8.0 g
KC1 0.2 g
Na,HPO, o 1.15 g
KH,PO, | 0.2 g

Se ajusta a pH 7.0 con NaOH 0.1N y se afora a 1,000 ml con

agua bidestilada.
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Fuentes de reactivos mds importantes.

A.

K.

L.

M.

Aldrich Chemical Co.
Amersham Research Products

BD Chemicals Ltd Pople
England.

Becton Dickinson, Co.

Bethesda Research Labo-
ratories.

Bio-Rad Laboratories

{

Bioxon de México, S. A.

DIFCO Laboratories

Hy-Clone Laboratories

Merck de México, S. A.

New England Nuclear

North American Biologicals :

PL. Biochemicals

Sacrosa, Urea.

35S-'-Metionina.

Nonidet P-40, SDS.

Biosate.

Isotiocianato de guanidina,
0ligo-dT celulosa,

Acrilamida, bis-acrilamida, Azul de
Coomassie, Persulfato de amonio,
Resina AG 501-XB, TEMED.

Biosate, Extracto de levadura.

Extracto de carne, Peptona de
aseina.

Suero bovino.

Acido acético, Acido Tricloro~-acético,
Alcohol isocamilico, Cloroformo, Cloru=-
ro de Calcio,Cloruro de litio, Cloru-

ro de sodio, D-glucosa, Dimetilsulféxi-
do, Etanol absoluto, Fenol, Formaldehido,
Fosfato monobdsico de sodio, Fosfato
dibdsico de sodio, Glicerol, 2-mercaptoe-
tanol, Sulfato de magnesio, Tolueno.

2,5-difeniloxazol.

Mezcla de vitaminas de Diamond. .

Nucleasa micrococal (9000 UI/mg).



N.

Sigma Chemical Company
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Acetato de magnesio, Acetato

de Sodio, 1,2~acetilfenilhi-
drazina, L-&cido asc6rbico,
clorhidrato, Acido' £6lico,
AlbGmina serica bovina, L-ami-
nodcidos, Azida de sodio, Azul
de bromofenol, Bromuro de etidio,
Cloruro de amonio, Cloruro de
magnesio, Cloruro de potacsio,
Creatinfosfato, Creatinfosfo-
quinasa, Citrato férrico de
amonio, Desoxicolato de sodio,
Dietilpirocarbonato, Ditiotrei-
tol, EDTA, EGTA, Etilenglicol,
Ficoll 400, Formamida, Gelatina,
Hemina, Heparina, HEPES, Lactosa,
D-manitol, MOPS, Niacinamide,
Oxalato de potasio, Proteinasa
X, Rojo de metilo, Sarkosyl,
Tris~base, Tiamina, Vitamina
Bl2, Xilencianol.
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