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RESUMEN 

En este trabajo nos propusimos corno objetivo general es

tudiar la biología molecular de la fagocitosis arnibiana. Para 

alcanzar este objetivo se caracterizaron por traducción in vitro 

los RNAs mensajeros de dos clonas de Entarnoeba 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 trofozoítos arnibianos, se probaron varios 

m~todos previamente descritos para la extracción de RNA de ce-

lulas eucarióticas. Sin embargo, con la mayoría de ellos se 

aisló RNA parcial o totalmente degradado. Con los métodos de 

extracción basados en el uso de dietilpirocarbonato e isotio-
. . . ,,,. 

cianato de guanidina se obtuvo RNA arn1b1ano intacto; pero, solo 

las preparaciones de RNA aisladas en presencia de isotiocianato 

de guanid~na mostraron ser capaces de dirigir la síntesis de 

p~ptidos amibianos en un sistema de traducción in vitro. El 

an~lisis del RNA aislado mediante el uso de isotiocianato de 

guanidina en geles de agarosa, mostró la presencia de cuatro 

poblaciones de RNA mayoritarias, las cuales tuvieron una migra-

ci6n mayor a 28S, aproximadamente 25S, mayor a 18S y aproxima-

damente l6S. Este patrón electroforético fue muy diferente al 

mostrado por células eucarióticas típicas, en las cuales se ob-

servaron tres especies de RNA mayoritarias con coeficientes de 

sedimentación 28S, 18S y SS. Con el método isotiocianato de 
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guanidina-CsCl se recuperaron de 3 a. 5 X 10-s ug de RNA por tro

fozo!to, cantidad que correlaciona con la cantidad de RNA espe

rada para una célula eucari6tica, que es del orden de 1 X 10-5 

ug de RNA total. Por otra parte, la relaci6n de absorbancias 

260/280 nrn de las preparaciones de RNA aisladas con este método 

de extracción fue siempre superior o igual a dos, lo que indic6 

un bajo índice de contaminación con proteínas. El RNA poliade-

nilado aislado por cromatografía de afinidad a oligo-dT celulosa, 

constituyó aproximadamente del 5 al 10% de la población de RNA 

total. Estas poblaciones de RNA, ricas en moléculas de RNA roen-

sajero, demostraron su capacidad para dirigir la síntesis de 

péptidos amibianos en un sistema de traducción in vitro derivado 

de reticulocitos de conejo. 

Los ensayos ae traducci6n in vitro de los RNAs mensajeros 

de las clonas A y L-6 se realizaron en un sistema de traducción 

libre de células derivado de reticulocitos de conejo. Los 

reticulocitos se obtuvieron de conejos con anemia hemolítica 

inducida experimentalmente por administraci6n de l, 2-acetilf.e

nilhidrazina. El paquete celular rico en reticulocitos se lisó 

osm6ticamente con agua y el sobrenadante post-mitocondrial se 

complement6 con hemina, un sistema regenerador de energía y 

35 M t' . s- e ionina. La traducci6n in vitro de los RNAs mensajeros 

de las clonas A y L-6 se realizó con lisados de reticulocitos 

con elevada actividad traduccional endógena, que fueron previa-

menté ttatados con nucleasa micrococal para destruir los RNAs 

mensajeros end6genos y así evitar que se estableciera una com-

petencia entre los RNAs mensajeros de globina end6genos y los 
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RNAs mensajeros amibianos. El tratamiento del lisado con esta 

enzima disminuyó aproximadamente 30 veces la actividad traduc

cional cnd6gcna, sin deteriorar notablemente su capacidad para 

traducir RNAs mensajeros ex6genos. 

Los productos de traducción in vitro se fraccionaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% y se ana-

lizaron por fluorografía del gel que los contenía después de la 

exposición durante 24 a 72 horas a placas de Rayos X. Los pa

trones electroforéticos de los productos de traducción de la 

.clona A (Fag+) y L-6 (Fag-1) fueron similares, sin embargo se 

observó consistentemente una diferencia entre ambos, que con

sistió en un p~ptido de aproximadamente 78 Kd de P.M., el cual 

se oncontr6 entre los productos de traducción de la clona L-6, 

pero no entre los de la clona A. Por otro lado, este péptido 

de 78 Kd fue reconocido por un suero policlonal monoespec1fico 

preparado contra una proteína de 112 Kd, que se encuentra lo

calizada en la superficie de los trofozoítos amibianos (Orozco, 

1986). Cuando el suero anti-112 se incubó con la mezcla de 

traducci6n de la clona A, reconoció específicamente 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 péptido de 95 Kd 

de la clona A, comparten determinantes antigénicos con la pro

te1na de 112 Kd, que se ha visto involucrada en la adhesión y 

la fagocitosis amibianas. Por otra parte, los anticuerpos mo

noclonales 10, 15 y 24' que inhiben varias propiedades biológi

cas de los trofozoítos y de sus extractos, reaccionaron especí

ficamente con dos péptidos de aproximadamente 52 Kd que fueron 
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sintetizados por los mensajeros de. la clona A. Por lo cual se 

sugi~re que los p€ptidos de 52 Kd podrían corresponder a proteí

nas involucradas en los procesos biol6gicos inhibidos por los 

anticuerpos monoclonales. 

La inmunoprecipitaci6n de los productos de traducción in 

vitre por los sueros policlonales anti-A, anti-L-6 y anti-112 y 

por los anticuerpos monoclonales, demostr6 la síntesis de pép

tidos antigénicos amibianos codificados por los respectivos RNAs 

mensajeros utilizados. 
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II. INTRODUCCION 

La amibiasis es una enfermedad infecciosa del ser humano 

causada por el protozoario parásito Entamoeba histolytica. En 

la mayorta de los individuos la infección se presenta s6lo corno 

un estado de portador asintomático, pero con frecuencia este pa

rásito causa una enfermedad que puede ir desde la diarrea cróni-

ca ligera hasta la disentería fulminante. Puesto que este mi-

croorganismo puede invadir la mucosa intestinal y diseminarse 

por v1a sangu1nea, es potencialmente capaz de afectar cualquier 

tejido. La más común de las complicaciones extraintestinales 

es el absceso hepático, que puede extenderse al peritoneo, pleu

ra, pulmón o pericardio. 

' l. Antecedentes históricos. 

En 1875 Fedor Aleksandrevitch Lesh asoció por primera vez 

la disentería con un organismo parásito del hombre al estudiar 

a un paciente originario de Arkangel (San Petersburgo, Rusia), 

que presentaba síntomas de disentería crónica. Lesh siguió a-

tentamente el curso de la enfermedad y estableció la relación 

directa entre el namero de amibas en las heces del paciente y 

la intensidad del cuadro clínico. Al realizar la necropsia de 

este paciente encontró cicatrices y úlceras en el ciego, princi-

palmente. El examen histopatológico de estas úlceras reveló la 

presencia de amibas infiltradas en la submucosa. Lesh descri-

bi6 con detalle estas amibas, en cuyo citoplasma encontró eri-

trocitos, entre otros cuerpos ingeridos. Despu~s de hacer coro-

paraciones entre estas amibas y otras especies ya conocidas, de

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



6 

Amoeba . .E.Q]j. 

Además, con el fin de evidenciar la patogenicidad de las 

amibas, Lesh realiz6 algunos experimentos. Inoculó cuatro pe

rros, por las vías bucal y rectal, con las heces del campesino 

enfermo de Arkangel y despu~s de algunos días observ6 que uno 

de los perros presentaba síntomas de disentería; pero, como es-

te resultado no le pareci6 evidencia suficiente, nunca concluy6 

que estos parásitos constituyeran el agente causal de la enfer-

medad. Más tarde, Stephanos Kartulis public6 sus observaciones 

acerca de 150 casos de disentería, en la mayoría de los cuales 

encontró amibas como las descritas por Lesh, y afirmó por ~ri

mera vez el papel etiológico de las amibas en la disentería. En 

el siguiente año, Roberto Koch encontró amibas en los capilares 

hepáticos cercanos a los abscesos, con lo cual estableci6 que 

deb1a existir una relación etiológica entre la disentería y el 

absceso hepático. En 1891 Councilman y Lafleur relataron minu-

ciosamente el cuadro clínico de la amibiasis y de las lesiones 

encontradas en ella, así como una descripción detallada de las 

amibas causales denominadas por ellos Entamoeba dysenteriae. 

Estos autores, también sugirieron la presencia de una amiba no 

patog~nica en ei colon humano. Posteriormente, Quincke y Roos 

describieron el ciclo de vida de las amibas parásitas en el in-
' 1 

testino humano. En 1903, Shaudinn mediante estudios estructura-

les distinguió las dos especies de amibas conocidas hasta enton-

ces como parásitos del ser humano: a la patógena la llam6 

Entarnoeba histolytica y Entamoeba coli a la no patógena. (Toma

do de Mart!nez-Báez, 1976). 
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2. Clasif icaci~n taxonómi'ca. de Entamoeb5 histoly~. 
1 1 

De acuerdo a la clasificación de los protozoarios recomen-

dada por la Sociedad de Protozo6logos (Honigberg, 1964) y modi

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

queda corno sigue: 

Phylum Protozoa 

Subphylum Sarcomastigophora 

Superclase Sarcodina 

Clase Rhizopodea 

Orderi Amoebida 

Familia Endamoebidae 

Género Ertta:moeba 

Especie E. histolytica 

El Phylum Protozoa agrupa a los organismos unicelulares, 

cuyo cuerpo est& constituido por una sola c@lula que posee todas 

las características básicas de los metazoos. De acuerdo con es-

ta clasificaci6n, el Phylum Protozoa queda dividido en cinco 

subphyla. El primero de ellos, el Sarcomastigophora, incluye la 

superclase Mastigophora (los flagelados) , la superclase Opalina

ta (los opalinidos) y la superclase Sarcodina (las amibas). Los 

otros subphyla son Apicomplexa (esporozoos y piroplasrnas), Mi

crospora (microsporidios), Mixospora (mixosporidios) y Cilio-

phora (ciliados y suctorios). 

La superclase Sarcodina se divide en dos clases: Rhizopodea 

y Actinopodea. La mayor~a de las especies parásitas pertenecen 

a Rhizopodea, aunque Actinopodea incluye algunas especies pará

sitas de plantas y animales. 
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Superclase Sarcodina. Generalmente presentan pseud6podos, 

cctoplasma relativamente indiferenciado, riuerpo desnudo, repro

ducci6n asexual binaria y, si se presenta, reproducci6n sexual 

mediada por gametos flagelados. 

Clase Rhizopodea. Su locomoción asociada con la formaci6n 

de lobopodios, filopodios y rizopodios; y presentan nutrición 

fagotrófica. 

Subclase Lobosia. Presentan pseudopodos lobosos. 

Orden Amoebida. Presentan cuerpo desnudo y son típicamente 

organismos uninucleados; muchos de sus miembros son parásitos. 

Familia Endamoebide. Todos los miembros son exclusivamen

te parásitos. 

G~nero Entamoeba. Incluyen numerosas especies parásitas de 

vertebrados e invertebrados. 

Especie ~ histolytica. Es sin duda la especie mejor cono

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

disentería amibiana. 

3. Ciclo vital de Entamoeba histolytic~. 

~ histolytica posee cin~o fases en su ciclo vital, que son: 

la de trofozoíto, la prequística, la quística, la metaquística y 

la de trofozoito metaquístico. 

3.1. Trofozoíto. 

El trofozoíto es una c~lula amorfa, altamente dinámica y 

extremadamente sensible a cambios microambientales, tales como: 
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temperatura, pH, osmolaridad y potencial redox. Es típicamente 

uninucleada y habita en las últimas regiones del intestino del

gado y en todo el intestino grueso del hombre y de otros prima

tes, se le encu~ntra íntimamente adherido a la mucosa intestinal. 

El trofozoíto mide de 20 a 40 µrn de diámetro y es típicamente 

monopodial. Su núcleo·mide de 4 a 7 µm de diámetro y está rodea

do por una capa uniforme de gránulos, lo que le da un aspecto de 

anillo. La masa de cromatina está distribuida generalmente en 

forma uniforme y en ocasiones se le encuentra adherida a la car~ 

interna de la membrana nuclear. El cariosorna es una masa esfé

rica pequeña de aproximadamente 0.5 µrn de diámetro, localizada 

en la parte central del núcleo (Martínez-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 m~s es

caso. El endoplasma del trofozoíto· contiene vacuolas alimenti

cias y de digesti6n; así corno también, eritrocitos, leucocitos, 

bacterias y desechos celulares en el caso de que los trofozo!tos 

sean aislados directamente de un paciente con disentería amibia

na. Sin embargo, no presenta los organelos diferenciados encon

trados en células eucarióticas típicas i.e., mitocondrias, apa

rato de Golgi, retículd endoplásmico rugoso, centriolos y rnicro

tabulos (Deutsch y Zarnan, 1959; Osada, 1959). 

3.2. Prequiste. 

Aún no se sabe por qué en un momento dado algunos de los 

trofozoítos habitantes del intestino humano asumen la forma pre

qu!stica, en la cual se observa que el citoplasma disminuye de 
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tamafio y se redondea. Las inclusiones alimenticias son expulsa

das, y al mismo tiempo los cuerpos cromatoides comienzan a apa

recer. Estudios de ~bsorción ultravioleta (Barker y Svihla, 

1964) y an§lisis preliminares de sedirnentaci6n junto con estudios 

de microscopía electrónica (Morgan y col., 1968) sugieren que el 

cuerpo cromatoide está compuesto de ribosomas o de precursores 

ribosomales. Barker y Swales (1972) suponen que gran nGmero de 

ribosornas son sintetizados en esta fase prequística, aunque no 

sean utilizados hasta que existan condiciones adecuadas para quP 

ocurran el crecimiento y la diferenciaci6n. Kusamrarn y col. 

(1975) consideran que el cuerpo cromatoide, es incapaz de parti

cipar en el proceso de síntesis proteica y por tanto está rela

cionado con períodos de actividad metab6lica reducida. 

3.3. Quiste. 

Los quistes de E. histolytica son esf~ricos y están rodea

dos por una pared refractaria compuesta principalmente por qui

tina. El tamaño varía entre 3.5 a 20 µm de diámetro. Cada 

quiste contiene cuatro nacleos prominentes, cada uno con un en

dosoma central, gránulos de glucógeno i un agregado de cuerpos 

crornatoides, los cuales son característicos de los quistes ma

duros. El citoplasma y el núcleo del quiste 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 medida que el quiste madura los depósitos de 

glucógeno disminuyen (Chávez y col., 1978). El enquistamiento 

de !:.. histolytica en 'cultivo es favorecido por el crecimiento 

exponencial de los trofozoítos antes de la diferenciaci6n, la 
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carencia de nutrientes y la disminuci6n de la tonicidad del me

dio. Mientras que in ~ el quiste se forma cuando existen 

condiciones adecuadas para la formaci6n de heces sólidas norma

les (Me Connachie, 1969). Los quistes son las ftirmas infectivas, 

salen fuera del hospedero mediante las heces y son ingeridos por 

éste en alimentos o en agua contaminada. Los quistes viajan por 

el aparato digestivo y llegan a la regi6n del íleon, donde se 

produce el desenquistamiento. 

3.4. Metaquiste. 

De cada quiste en proceso de desenquistamiento emerge un 

protoplasto desnudo tetranucleado que se divide inmediatamente 

dando lugar a ocho trorozdítos metaquísticos uninucleados (Cle

veland y Sanders, 1930). 

3.5. Trofozoíto metaquístico. 

Los trofozoítos metaquísticos pasan al ciego donde se 

adhieren a la mucosa y maduran, dando lugar a trofozoítos, que 

constituyen el estadio activo de desarrollo y multiplicaci6n de 

E. histolytica. 

4. Epidemiología de la amibiasis. 

La amibiasis es una enfermedad infecciosa con distribución 

mundial. Reportes de la Organizaci6n Mundial de la Salud indi

can que el 10% de la población mundial padece amibiasis y que el 

15% de ésta sufre amibiasis sintomática (WHO, 1969). La amibia

sis sintomática como la subclínica son más frecuentes en las zo

nas tropicales. En México, está considerada como un problema de 

salud pBblica por su elevada incidencia. Gutiérrez y col. (1976) 
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estimaron que el 5.95% de la población mexicana presenta anti-

cuerpos s~ricos dirigidos contra .~ 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 regi6n estudiada. Este 

porcéntaje corresponde a la amibiasis invasiva en la que se ven 

incrementados los títulos de anticuerpos, particularmente IgG 

(Maddison y col., 1968; Savana y Chaicumpa, 1969; Dasgupta, 1974). 

En lo que respecta a la proporci6n de pacientes sin evidencia 

cl1nica, se estima que en México hay un paciente con amibiasis 

invasiva por cada cuatro o cinco portadores asintomáticos (Se-

púlveda, 1976). Los casos de disentería amibiana suelen ser es

porádicos, aunque también 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 países donde se usa el excremento 

humano como fertilizante o cuando se riegan los plantíos con 

aguas negras. 

En los climas templados, la amibiasis sintomática es poco 

frecuente en niños menores de 10 años de edad, y las lesiones 

tanto intestinales como hepáticas predominan en los varones 

adultos. 

5. Factores de virulencia de Entamoeba histolytica. 

Los trofozoítos de §...=_ histolytica pueden permanecer en la 

luz del intestino humano como .comensales, pero ocasionalmente 

pueden invadir la mucosa intestinal produciendo disentería 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

intestinalos. Hasta el momento no es posible explicar por qué 

algL1nas cepas amibiunas son capaces de invadir los tejidos del 

hospedero, mientras que otras permanecen en la luz intestinal, 

sin producir daño aparente. Estudios realizados por diversos 

grupos de trabajo, sugieren que la virulencia de las cepas arni

bianas correlaciona con ciertas propiedades biológicas de los 

trofozoítos y de sus extractos. Entre estas propiedades pode

mos mencionar: adhesión a células epiteliales en cultivo (Mar

tínez-Palorno y col., 1980), susceptibilidad de aglutinación con 

Concanavalina A (Trissl y col., 1977), capacidad de producir 

efecto lítico sobre células en cultivo (Orozco y col., 1978; 

Matt~rn 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 ~ histolytica 

dañan los tejidos del hospedero no está completamente definido, 

sin embargo existen evidencias suficientes que indican que dicho 

mecanismo se lleva a cabo en tres etapas consecutivas: adhesi6n 

a la célula blanco, fagocitosis y efecto citopático. Este últi

mo, está definido corno la capacidad de los trofozoítos para des

truir monocapas de células en cultivo (Mattern y col., 1978; 

Orozco y col., 1980; Ravdin y col., 1980). Por otra parte, en 

!.:.. histolitica como en otros microorganismos patógenos, la ini

ciaci6n de la invasión tisular se presenta sólo cuando se rompe 

el equilibrio hospedero-parásito, en el que la·amiba permanece 

corno comensal. Los factores que participan en el rompimiento de 

dicho equilibrio pueden ser de tres tipos: 1) los propios del 
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pa esencial para la colonización y, ~1 algunos casos, parR la 

subsecuente invasión del tejido. 

Estudios de microscopía electrónica mostraron que los tro

fozoítos de ~ histolytica establecen contacto estrecho con cé

lulas mamíferas i!! vitre, dejando un espacio entre ambas membra

nas de aproximadamente 20 µm (Martínez-Palomo, 1982). Por otro 

lado, estudios in vitre utilizando diferentes líneas de células 

epiteliales en cultivo como son células de riñón de conejo 

(Knight y col., 1974), células de riñón de perro de la línea 

MDCK (Orozco y col.,· 1978) y células de ovario de hfunster chino 

(CHO) (Ravdin y Guerrant, 1981) sugieren que se requiere de con

tacto entre los trofozoítos y la capa celular para que los tro

fozoítos produzcan daño, lo cual indica que la adhesión precede 

a la destru~ci6n celular. 

Se sabe muy poco acerca de las moléculas de ~ histolytica 

que participan en la adhesión de los trofozoítos a la célula 

blanco, pero se sugiere la presencia de receptores específicos . 

localizados sobre la superficie amibiana (Ravdin y Guerrant, 

1981; Olguín, 1984). Kobiler y Mirelman (1980), aislaron y pu

rificaron parcialmente una lectina a partir de trofozoítos de 

E. histolytica cultivados ax€nicamente. Esta lectina tiene la 
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capacidad de aglutinar eritrocitos de diferentes especies, in-

cluyendo los humanos, (Kobiler y Mirelman, 1980) y células CHO 

(Ravdin y ,Guerrant, 1981). 1\mbas actividades de lectina de los 

extractos amibianos son inhibidas por algunos carbohidratos es-

pecificos:· N-acetil-glucosamina y N-acetil-galactosamina, res-

pectivamente. Orozco y col. (1982) ·demostraron inhibici6n es-

pecifica de la adhesi6n de los trofozoítos a la célula blanco 

por oligómeros de N-acetil-glucosamina y·N-acetil-galactosamina. 

Ravdin y Guerrant (1985) encontraron que el grado de inhibici6r 

de la adhesión por N-acetil-galactosaminil correlaciona con el 

grado de virulencia in vitre de los trofozoítos de !_:. histolytica. 

Estos mismos autores demostraron q'ue la adhesi6n amibiana es 

inhibida por el uso de citocalasinas, drogas que tienen la pro

piedad de interferir con la formaci6n de microfilamentos. Este 

resultado sugiere por tanto, la pnrticipaci6n del citoesqueleto 

amibiano e~ el proceso de adhesi6n do los trofozoitos a la c~lu

la b1anco (Ravdin y Guerrant, 1981) . La adhcsi6n si bien parece 

ser el primer evento del mecanismo de agresi6n de ~ histolytica 

no guarda relaci6n directa con la virulencia de las cepas ami-

b ianas, ya que clonas eficientes 'en adhesi6n mostraron grados 

variables en virulencia (Orozco y col., 1982, 1983, 1986, Rodr!-
, 

guez, 1985). 

5.1.2. Aglu
1

tinación con Concanavalina A. 

Trissl y col. (1977) reportaron que las cepas patógenas de 

E. histolytica son más fácilmehte 1:i'glutinada.s con Concanavalina 

A (Con A)· que aquellas aisladas de pacientes asintomáticos. Es

to parec!a indicar que ·la mayor susceptibilidad a la aglutina-
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ci6n con 'con A era un rasgo distinti~o de cepas altamente viru

lenta.s. Sin emba.rgo, Orozco (1981) realiz6 este mismo estudio 

en tres cepas de diferente virulenc'ia y no encontr6 diferencias 

en su cafacidad par~ aglutinarse con Con A, cop lo cual mostró 

que no existe correlaci6n entre esta propiedad y la virulencia 

de las cepas. No obstante, no se descarta que las glicoproteí

nas reconocidas por con A pueden estar involucradas en la rela

ción hu~sped-parásito. 

5.1.3. Carga eléctrica de superficie. 

Se sabe que la mayoría de las ·superficíes celulares que 

participan en la adhesión presentan carga negativa neta. Trissl 

y col. (1977) midieron la carga eléctrica de superficie de cepas 

pat6genas y no patógenas. En· las cepas patógenas no detectaron 

carga negativa sobre la superficie amibiana, mientras que en las 

cepas no pat6genas, sí. Esta propiedad extraordinaria de las 

cepas patógenas de !!:. histolytica podría favorecer la uni6n de 

los trofozo!tos a la c~lula blanco. 

5.1.4. Efecto citópático. 

El efecto citopático se define como la capacidad de los 

trofozoíto9 para destruir monocapas celulares en cultivo. Es

tudios realizados por diferentes grupos de trabajo han mostrado 

que el efecto citopático corre1aciona directamente con la viru

lencia de·~ histolytica, ya que s6lo las cepas pat6genas produ

cen daño a las monocapas celulares (Orozco y col., 1978; Ravdin 

y Guerrant, 1981; Bracha y Mirelman, 1984). 
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5.1.5. Fagocitosis. 

La fagocitosis es una característica biológica de los tro

fozoítos de ~ histolytica que se ha visto involucrada tanto en 

la citopatogenicidad in vitre como en la invasi6n de los teji

dos in vivo (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1982, 

1983). Estudios microscópicos han mostrado trofozoítos amibia

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

É!..!. histolytica presenta aparentemente dos tipos de fagoci

tosis: Uno altamente específico, mediado por receptores de su

perficie no identificados llamados adhesinas, las cuales parti

cipan en la adhesión de los trofozoítos a la célula blanco. Su 

especificidad se ha demostrado por las diferentes afinidades de 

los trofozoítos para ingerir eritrocitos de varias especies rna

mtferas y diferentes cepas bacterianas (Ravdin y Guerrant, 1981; 

Bracha y col., 1982; Olguín, 1984). El otro mecanismo por el 

cual los trofozoítos hacen contacto con partículas fagocitables, 

puede ser un mecanismo físico no específico mediado por fuerzas 

electrost~ticas, como ocurre con la ingestión de partículas de 

almidón, de l~tex, de fierro, etc~ Bracha y col. (1982) obser

varon que los trofozoítos de !=.. histolytica ingieren rápidamente 

bacterias no fagocitables cuando éstas están cubiertas con Con A 

o con anticuerpos antibacteria. Por lo cual, ellos postulan que 

la adhesión del anticuerpo o de la bacteria cubierta con Con A 

a la superficie arnibiana está mediada por glicoproteínas 'manosi

ladas y por otros tipos de moléculas específicas presentes en la 

membrana plasm~tica, la cual interacciona fuertemente co~ molécu

las IgG (Bracha y col., 1982). Aparentemente, el enlazamiento 

de anticuerpos y de la Con A genera una señal, la cual origina 
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su r~pida introducción 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 número y la afinidad de 

las adhesinas específicas y de otros receptores capaces de in-

teractuar con la célula blanco. Estudios recientes realizados 

por García-Rivera y col. (1982) utilizando mutantes deficientes 

en adhesión mostraron que la deficiencia en adhesión se reflej~ 

en una disminución de la velocidad de fagocitosis, así como tam-

bién en la disminución de la virulencia in vivo e in vitro de 

los trofozoítos. Sin embargo, otros factores tales como ias 

deficiencias para emitir la señal que induce la ingestión, para 

desacoplar las proteínas del citoesqueleto y/o para digerir las 

partículas ingeridas, pueden afectar la velocidad de fagocitosis 

y la capacidad de los trofozoítos para producir daño. 

Adhesión en ingestión. La adhesión de microorganismos a 

células epiteliales es un evento cricial en la colonización e 

invasión de tejidos (Smith, 1977). La adhesión de É!!_ histolytica 

a c~lulas epiteliales ha sido definida como una etapa fundamental 

para que ocurran los mecanismos de destrucción celular y fagoci-

tosis (Orozco y col., 1980; Ravdin y col., 1980). Sin embargo, 

la adhesión 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 similar a epitelio intestinal, a monocapas celulares en 

cultivo y a eritrocitos (Orozco y col., 1982), indicando que 



existen otros factores que junto con el mecanismo de adhesión 

determinan la patogenicidad del parásito. 

Una vez que las partículas se adhieren a la membrana plas

rn~tica, los pseudopodios amibianos las comienzan a rodear hasta 

que las envuelven completamente. Este tipo de adherencia se ha 

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

Quimiotaxis en la ingestión. Aunque la adhesión es la pri

mera etapa común en los procesos de fagocitosis y efecto citopá

tico, éstos pueden ser precedidos por quimiotaxis. Se han defi

nido varios agentes quimioatrayentes para macrófagos, entre 

ellos: diferentes factores bacterianos, proteínas plasmáticas, 

sistemas de complemento, de coagulación y fibrinolíticos; así 

como varias c~lula,s, especialmente neutr6filos polimorfonuclea

res (Sbarra y col., 1981). No se conoce la forma en que estos 

factores interaccionan con la superficie celular y más aún, la 

atracción de las amibas por ellos también es meramente especula

tiva. 

Endocitosis. Ravdin y Guerrant (1981) reportaron la parti

cipaci6n de microfilamentos de actina en la locomoción y fagoci

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

trofozoítos fueron incubados en presencia de Actinomicina B y D, 

drogas que inhiben la polimerizaci6n de la actina y por tanto, 

la funci6n de los microfilamentos. 

Es probable que la membrana amibiana presente sitios endo

c1ticos especializados constituyendo las áreas en las cuales se 

pueden generar vesículas pinocíticas o fagocíticas. Estos si-
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tios pueden estar distribuidos al azar sobre la superficie ce

lular, o agrupados principalmente en el uroide. 

Digesti6n y Exocitosis. No hay evidencia directa que su

giera la presencia de lisosomas típicos en !:_ histolytica y tam

poco se han estudiado apropiadamente los procesos de digesti6n 

y exocitosis en este parásito. Aley y col. (1984) sugieren que 

ambos procesos se llevan a cabo en el interior de dos comparti

mentos vesiculares fácilmente distinguibles. El primero de e

llos consiste en dos grandes vacuolas (mayores a 2 µm de diáme

tro que están.intercambiando constantemente sus contenidos pon 

el medio ambiente. Estas vacuolas se distinguen de los lisoso

mas eucari6ticos ttpicos porque no son capaces de acidificar ni 

de.degradar los marcadores que se utilizaron en este estudio. 

El otro compartimento vacuolar está compuesto por pequeñas 

ves!culas (menores a 2 µm de diámetro) , las cuales sí acidifican 

los contenidos, como se indic6 en experimentos realizados con 

naranja de acridina. 

La exocitosis no se ha estudiado apropiadamente en 

!:. histolytica. Sin embargo, se han propuesto dos procesos 

exociticos para amibas de vida libre. En el primero, la amiba 

expulsa el material no digerido y la membrana vacuolar se reinoor

pora a la superficie por fusi6n. En el segundo, la membrana 

vacuolar se inserta o 'se intercala en el polo cóncavo del apa

rato de Golgi. Es muy probable que este segundo mecanismo no 

se presente en !.:_ histolYtica, puesto que se trata de un euca

rionte atípico que· no presenta aparat~ de Golgi. 
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S. l. 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 más factores solubles que exhiben una actividad 

semejante a proteasa. Varios grupos reportaron simultáneamente 

la purificación 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 

está restringida a proteínas 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

terot6xica, demostrada por la inducción de exudado en una por

ci6n de 1leon ligada (Lushbaugh y col., 1979), el papel patog~

nico de la toxina es desconocido. 

Por otra parte, Rodríguez (1985) cibservó que los extractos 

amibianos provenientes de mutantes de ~ histolytica deficientes 

en virulencia mostraron alta actividad de toxina. Por lo que se 

sugiere que los factores de los extractos amibianos que causan 

daño a las monocapas celulares no son suficientes para la expre

si6n de la virulencia. 

5.1.7. Actividad de colagenasa. 

Muñoz y col. (1982) reportaron en ~ histolytica la presen

cia de una enzima proteolítica que digiere fibras de colágena 

tipos I Y III. Esta enzima aparentemente está localizada en la 
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membrana plasmática de los trofozoítos y se requiere de contacto 

directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra la diges

ti6n de la colagena. Muñoz y col. (1984) midieron la actividad 

colagenolítica en cepas de ~ histolytica con diferente viru

lencia y encontraron que las cepas patógenas presentan mayor ac

tividad de colagenasa que las cepas no patógenas. Estos resul

tados sugieren que la actividad de colagenasa puede jugar un pa

pel importante en la invasión de los tejidos del hospedero y por 

tanto en la expresión de la virulencia amibiana. 

5 .1. 8. Efecto de "porameba". 

Dos grupos de investigación han reportado recientemente la 

existencia de proteínas de la membrana plasmática, capaces de 

formar poros en la membrana (PFM) de macrófagos y linfocitos 

(Linch y col., 1982; Young y col., 1982). Las proteínas PFM in

ducen una rápida despolarización de la membrana de las células 

mencionadas e inducen el r~pido flujo de iones a través de la 

membrana de vesículas de fosfatidilcolesterol, las cuales fue

ron utilizadas como modelo para estudiar este fenómeno. Las 

proteínas PFM son secretadas al medio s6lo después de exponer 

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

sacárido de Escherichia coli. El papel de las proteínas PFM en 

la patogénesis de l~ amibiasis no está definido, pero se cree 

que participan en los eventos citolíticos observados en las cé

lulas mamíferas que estuvieron en contacto con las amibas. 

5.1.9. Actividad mitogénica. 

Diamantstein y col. (1981) reportaron que los extractos ami

- bianos crudos inducen la proliferación de linfocitos T en indi-
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viduos normales. Salata y Ravdin (1985) estudiaron esta propio-

dad en varias cepas amibianas, y encontraron que la actividad 

rnitogénica de los extractos de la cepa HMl:IMSS fue inhibida 

por asialofetuina, molécula que presenta tres residuos termina-

les de N-acetilgalactosarnina. Esta observación correlaciona con 

la lectina de superficie inhibible por N-acetilgalactosamina, 

así como también con la virulencia de cuatro cepas estudiadas 

(Salata y Ravdin, 1985). Sin embargo, se requieren algunos es-

tudios más para determinar si la misma molécula de la superfic~e 

amibiana es responsable de las dos actividades: mitogénica y de 

lectina, y determinar su papel en el mecanismo in ~ de los 

trofozoítos de E. histolytica. 

5.1.10. Evasi6n de la respuesta inmune. 

Estudios inmunol6gicos recientes han mostrado que las cepas 

pat6genas de ~ histolytica presentan resistencia a la lisis por 

el complemento (Calder6n y Tovar-Gallegos, 1980; Reed y col., 

1983), redistribuyen sus antígenos de superficie (Pinto da Silva 

y col., 1975; Trissl y col., 1978; Calderón y col., 1980), des

prenden de su membrana plasmática antígenos enlazados a anti

cuerpos e. internalizan una cantidad importante de los antígenos 

redistribuidos (Aust-Kettis y Sundquist, 1980; Calderón y col., 

1980). Además, se ha observado que los trofozoítos también pre-

sentan resistencia a la lisis por leuqocitos polimorfonucleares 

(Tsutsumi y col., 1984; Ravdin y col., 1985). Por otra parte, 

Kretschmer y col. (1985) detectaron un producto amibiano en el 

sobrenadante de trofozoítos crecidos axénicarnente, el cual es 
. . 

capaz de inhibir la motilidad i~ vivo e in vitre de fagocitos 
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mononucleares humanos. Estos podrían ser factores de virulen-

cia importantes gue favorecerían la supervivencia de los trofo-
h 

zoítos en el hospedero, mediante la evasi6n de los mecanismos 

inmunol6gicos tnnto humorales como celulares. 

5.2. Factores del medio ambiente. 

Algunas condiciones de cultivo pueden condicionar o modifi-

car la expresi6n de la virulencia de los trofozoítos de 

E. histolytica. 

5.2.1. Asociaci6n bacteriana. 

Durante mucho tiempo se pens6 que la flora bacteriana era 

indispensable para la expresión de la virulencia amibiana. 

Phillips y col. (1972) reportaron gue las cepas de ~ histolytica 

cultivadas axénicamente por tiempo prolongado perdieron irrever-

siblemente su capacidad de producir lesiones amibianas. Vincent 

y Neal .(1960) describieron la pérdida gradual de la virulencia 

de cepas patógenas cultivadas axénicamente. Bos y Hage (1975) 

observaron gue la virulencia de los trofozoítos crecidos con 

flora bacteriana disminuy6 cuando las bacterias fueron separadas 

del medio de cultivo, mientras gue la reasociación con bacterias 

result6 en la readquisici6n de la patogenicidad. Bos (1975 y 

Bos van de Gried (1977) estudiaron la virulencia de varias cepas 

amibianas y encontraron gue aquellas gue se cultivaron con bac-

terias presentaron mayor virulencia gue las gue se cultivaron 

axénicamente. Sin embargo, Tanimoto y col. (1971) demostraron 

que inoculando un número elevado de trofozoítos axénicos, es po-
1 

sible producir absceso hepático en hárnsteres. Este resultado fue 

confirmado por varios autores (Piamond y col., 1974; Martínez-
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Palomo, 1978; Gharidian y Meerovich, 1979; Lushbaugh y col., 

1981) quienes encontraron que los trofozoítos cultivados sin 

asociación bacteriana pueden producir absceso hepático. Mattern 

y Keister (1977) lograron producir abscesos hepáticos con 

in6culos muy pequeños en hámsteres recién nacidos, los cuales 

son mucho más susceptibles a las lesiones hepáticas amibianas 

que los hámsteres adultos. 

Hasta el momento no se conoce la naturaleza de la relación 

amiba-bacteria. Sin embargo, parece ser un fenómeno altamente 

específico en el que intervienen componentes de la superficie 

de E. histolytica con actividad de lectina y residuos de 

N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina presentes en la su

perficie bacteriana (Bracha y col., 1982; Kobiler y Mirelman, 

198 4) • 

5.2.2. Número de subcultivos. 

El número y la forma en que se llevan a cabo los subculti

vos de los trofozoítos de E. histolytica también pueden modifi

car la expresión de la virulencia de las cepas patógenas. En 

1957 Neal reportó que las cepas patógenas de E. histolytica pier

den su virulencia después de cultivarlas por tiempo prolongado 

con flora bacteriana mixta. Sin embargo, otros autores no han 

observado cambios 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 cultivos amibianos a través del hígado 

de animales experimentales incrementan la virulencia de cultivos 

xénicós (Bos, 197~), así como de cultivos axénicos (Lushbaugh y 
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col., 1978). En el último caso, es probable que el aumento en 

la virulencia de las cepas estudiadas se deba a que durante la 

serie de pasajes a través del hígado, se esté favoreciendo el 

crecimiento de subpoblaciones altamente fagocíticas y virulen

tas. 

5.2.3. Colesterol. 

Las condiciones de cultivo pueden modular la virulencia de 

las cepas de -ª.:_ h~stolytica. Sharma (1959) observó incremento 

en la virulencia de los trofozoítos después de la adición de co

lesterol al medio de cultivo. Varios autores reportaron que la 

virulencia de cultivos amibianos que la habían 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 sólida, es probable que durante este 

procedimiento se seleccionen a aquellas amibas con alto índice 

de fagocitosis y virulencia. 

5.3. Factores del hospedero. 

Existen algunos factores del hospedero y del medio ambiente 

que se han visto involucrados en el establecimiento de la infec

ción amibiana. Entre éstos se encuentran: colesterol sérico au

mentado, baja aportación de ácido asc6rbico en la dieta, consumo 

elevado de carbohidratos, dieta baja en proteínas, ausencia de 

exposición previa a las amibas; así como también factores climá

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 ~l nivel sanitario y a la higiene de la 
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comunidad (Elsdon-Dew y col., 1968). 

Ilastn élhora hemos Llescri to ulqunos fu.ct:orcs que se~ han 

correlacionado con la virulencia de las cepas de !I'.!.. histolytica, 

entre los cuales han destacado diversas propiedades biológicas 

de los trofozoítos amibianos. Sin embargo, aún no se ha defini

do cuáles son los factores directamente involucrados en la ex

presión de la virulencia amibiana y cuáles de ellos sólo parti

cipan en forma indirecta mediante la asociación a verdaderos 

factores de virulencia. Una forma práctica de abordar este pro

blema fue el empleo de una estrategia genética que permitió ob

tener mutantes de E. histolytica deficientes en diferentes eta

pas del mecanismo de agresión de los trofozoítos sobre la célu

la blanco. Orozco y col. (1983) se interesaron en particular 

por estudiar la relación que guarda la fagocitosis con el grado 

de virulencia presentado por diferentes cepas de !:_ histolytica, 

para lo cual aislaron clonas con un grado de fagocitosis atenua

da en relación con el de la cepa silvestre. La estrategia se

guida po'r estos autores fue previamente descrita por Clarke 

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

la cual consistió en eliminar trofozoítos altamente fagocíticos 

por envenenamiento con bacterias ~ coli cepa CR34 Tim-, creci

das en medio suplementado con bromodeoxiuridina (BrdU) • Los 

trofozoítos se irradiaron posteriormente con luz de 310 nm, la 

cual rompe el DNA en los sitios donde se incorporó BrdUr. Las 

amibas que ingirieron suficiente cantidad de bacterias-BrdUr. pa

ra ser sensibilizadas mueren en el momento de la replicación, 

mientras que los trofozoítos que no fagocitaron bacterias-BrdUr 

.en alto grado, sobreviven al tratamiento. Los sobrevivientes se 
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cuJ.tivaron en mc<lio TYI-S-33 descrito por Diamond (1978), y el 

trntamiento se repitió por tres ocasiones. A partir d8 la pobla

ci6n tres veces tratada, se obtuvo una clona, la L-6 (Fig. 1), 

con propiedades biológicas diferentes a las de la cepa original 

(Tabla 1). 

El índice de fagocitosis de la clona L-6 fue 10 veces menor 

que el de la cepa original HMl:IMSS, mientras que la adhesión a 

eritrocitos humanos fue semejante a la de la cepa silvestre 

(Fig. 2). El efecto citopático de los trofozoítos de L-6 sobrl 

células en cultivo fue menor en 35% que el de la cepa original. 

Los trofozoítos de L-6 inoculados intrahepáticamente no produje

ron absceso hepático'.y tampoco se detectó "actividad de toxina" 

de los extractos amibianos de L-6 sobre monocapas celulares de 

MDCK despu6s de 12 horas de incubación. Más tarde, Rodríguez 

(1985) obtuvo diez clonas más con fagocitosis atenuada mediante 

mutagénesis de la clona A con etilmetanosulfonato, seguida por 

selección de poblaciones deficientes en fagocitosis de acuerdo 

a la metodología implementada por Orozco (1980). A las clonas 

así obtenidas se caracterizaron en base a su respuesta en los 

siguientes cuatro parámetros: velocidad de eritrofagocitosis, 

eficiencia de adhesión a eritrocitos humanos, capacidad de pro

ducir efecto lítico sobre células epiteliales en cultivo, "acti

vidad de toxina" de los extractos amibianos y virulencia in vivo, 

medida como la capacidad de los trofozoítos para producir absce

so hepático cuando son inoculados intrahepáticamente en hámsteres. 

Todas las mutantes deficientes en fagocitosis mostraron ser de

ficientes en virulencia y en capacidad para destruir monocapas 
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Figura 1 

Obtenci6n de la clona L-6 

Trofozoítos de la cepa HMl:IMSS se pusieron a interaccio

nar con bacterias ~ coli CR 34 Tim- crecidas en medio suple

mentado con BrdU durante 3h. Al término de este tiempo, los 

trofozoítos se lavaron· y se incubaron 24 h a 37ºC, para permi

tir que el BrdU se incorporara en el DNA amibiano. Posterior

mente, los trofozoítos se irradiaron con luz de 310 nm por 2h 

y los sobrevivientes se clonaron en medio líquido. 

(Tomado de: "Virulencia y propiedades de superficie de 

Entamoeba histolytica" Orozco 1981). 

',,.,_.'. 
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Figura 2 

Adhesi6n y eritrofagocitosis de las clonas A y L-6 

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

con eritrocitos humanos. Las preparaciones se incubaron: 

a) A 37°C (A+F), 

b) A 37°C y se agr~gó agua antes de fijar con glutaralde

hído (F) , y 

e) A OºC. 

Se contrastaron con diaminobencidina y se contaron los eri

trocitos adheridos Y/o ingeridos por trofozoíto. 

(Tomado de: "Virulencia y propiedades de superficie de 

Entamoeba hi-stolytica" Orozco, 1981). 
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'l'ABLJ\ 1 

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

Cepa Adh Fag Ctp Ctx Vir 

HMl :IMSS 100 

100 

100 

100 

90 

15 

100 

100. 

100 

100 

o 

100 

100 

o 

Clona A 

Clona L-6 20 

l. Los fenotipos se tomaron como porcentaje de aquellos motrados 

por la cepa HMl:IMSS. Adh.= Adhesión de eritrocitos a 4°C, 

10 min incubando una amiba por 100 eritrocitos. Fag = Fagoci

tosis de eritrocitos a 37°C, 10 rnin, incubando una amiba por 

cada 100 eritrocitos. Ctp = Capacidad de eritrocitos vivos 

para destruir rnonocapas celulares en cultivo. Ctx = Destruc

ci6n de monocapas celulares por extractos amibianos crudos. 

Vir = Virulencia medida como la capacidad de los trofozof tos 

para producir absceso hepático en hámsteres j6venes. 

2. Las clonas A y L-6 fueron aisladas de la cepa HMl:IMSS. 

(Tomado de: "Virulence .:.related properties in ~ histolytica". 

Orozco y col., 1986b). 
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celulares, mientras que s6lo tres de ellas mostraron ser dcfi-

cientes en ndhesi6n y otras tres presentaron escasa "uctividad 

de toxina". Estos resultados sugieren que la fagocitosis es un 

factor directamente involucrado en la expresión de la virulencia 

arnibiana, mientras que la participación de la adhesión y de la 

"actividad de toxina" parece ser necesaria pero no indispensa-

ble para la expresión de la misma. Siendo por tanto la f agoci-

tesis un evento fundamental en el mecanismo de agresión de 

!:_ 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 metodología en los campos 
1 

de Ingeniería Genética y Biología Molecular. 

Una estrategia que podría ser utilizada para el estudio de 

rnacrornoléculas involucradas en la fagocitosis amibiana, seria el 

aislamiento de los RNAs mensajeros de ~ histolytica, los cuales 

podr!an ser posteriormente caracterizados de acuerdo al tipo y/o 

cantidad de péptidos sintetizados en un sistema de traducción 

in vitre - RNA dependiente. El siguiente paso, sería seleccio-

nar del conjunto de productos de traducción, sólo aquellos pépti-

dos involucrados en la fagocitos~s. Esto podría llevarse a cabo 

por inmunoprecipitación de los productos de traducción con anti-

cu~rpos monoclonales y/o policlonales. Eventualmente, los RNAs 

mensajeros específicos podrían ser purificados y utilizados para 

identificar y caracterizar la expresión de los genes que codifi-

can para proteínas relacionadas con la fagocitosis, mediante la 

construcción de cDNA marcado radioactivamente. 
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G. Acido ribonucleico. 

El ácido ribonucleico (RNA) es una macromolécula que par

ticipa juhto' con el ácido desoxirribonucleico (DNA) en el alma-

cenamiento y en la transferencia de la información genética. 

Ambos son componentes importantes de las células, y constituyen 

en conjunto entre el 5 y 15% de su peso seco. Cada tipo de áci-

do nucleico se distingue por la secuencia de bases heterocícli-

cas características de sus monómeros nucleotídicos. El DNA es-

t§ constituido por cadenas de deoxirribonucleótidos unidos con-

valentemente, y el RNA está integrado por cadenas de ribonucleó-

tidos. El DNA y el RNA tienen en común cierto tipo de propieda-

des químicas y físicas debido a que en ambos, las tlnidades nu-

cleotídicas se hallan unidas convalentemente de idéntica manera 

mediante puentes fosf odiéster establecidos entre el grupo 

5'-hidroxilo de un nucleótido y el grupo 3'-hidroxilo del si-

guiente. De este modo, el esqueleto de ambos, DNA y RNA, está 

constituido por grupos. alternantes de fosfato y pentosa, en los 

que los puentes fosfodiéster proporcionan una continuidad conva-

lente. Las bases de purina y pirimidina de las unidades nucleo-

tídicas no se encuentran en la estructura del esqueleto, sino 

que constituyen cadenas laterales diferenciadas. 

Una célula eucariótica típica contiene aproximadamente 1 X 

-5, 
10 ug de RNA, 80-85% del cual es RNA ribosomal, 10 al 15% está 

·formado por una variedad de especies de bajo peso molecular (RNA 

de transferencia, RNAs nucleares pequeños, etc.); mientras·que el 

RNA mensajero 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 núcleo durante el proceso 

de transcripción, en el que la secuencia de bases de una hebra 

del DNA cromosómico se transcribe enzimáticamente en forma de 

una sola hebra de RNAm; cierta cantidad de RNAm se sintetiza 

también en la mitocondria. La secuencia de bases de la hebra 

de RNAm es complementaria a la hebra de DNA de la cual fue trans

crito. Después de la transcripción el RNA pasa al citoplasma y 

luego a los ribosomas, en donde actúa como una plantilla para 

la ordenación secuencial de los aminoácidos durante la síntesis 

de proteínas. Aunqué el RNAm constituye sólo una pequeña parte 

del RNA total de la célula, aparece sin ombar90 en muchas formas 

diferentes que pueden variar muchísi~o en peso molecular y en' 

secuencia de bases. Cada una de las miles de proteínas diferen

tes sintetizadas por la célula, es codificada por un RNArn espe

cífico o por un segmento de una molécula de RNAm (Lehninger, 

1981). 

Los RNAs mensajeros de las células eucarióticas se caracte

rizan por tener un casquete de nucle6tidos metilados en el extre

mo S', así como una cola de ácido poliadenílico (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 enzimáticas independientes de la RNA poli

merasa. La cola de poli A no está codificada en el genoma, per0 

es adicionada después de la transcripción, aún en el núcleo. La 

inhibición de la poliadenilación evita la aparición del RNAm en 
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el citoplasma~ Esto sugiere que su funci6n es la de favorecer 

el transporte del RNl\m del núcleo al citoplüsma. Otras posibles 

funciones están relacionadas con la estabilidad del RNAm o en la 

unión de los mensajeros a las membranas. La cola de poli A está 

constituida por aproximadamente 200 restos de adenilato sucesivos 

(Lewis, 1980). 

En el RNAm de células eucari6ticas el extremo 5' se encuen-

tra bloqueado por la formación de una unión 5'-5'pirofosfato y 

un racimo de grupos metilo unidos convalentemente a la estructt 

ra (Perry y Kelly, 1974). Esta modificación post-transcripcio-

nal vuelve inaccesible la base terminal original. Se cree que 

tiene dos funciones obvias: proteger al mensajero contra la de-

gradación del extremo 5', y proveer una característica 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 eucarióticos 

tiene gran importancia práctica, ya que gracias a ella es posi-

ble aislar poblaciones RNA poli A+ del resto de poblaciones RNA 

poli A-. Esta última formada principalmente por RNAr y RNAt. 

Las técnicas más comúnmente usadas se basan en el aparea

miento de la región poli A a oligo U o dT, el cual se encuentra 

enlazado químicamente a un soporte sólido, por ejemplo: Sufaro-

sa o Celulosa. El RNA poli A+ retenido se recupera tratando la 
1 

columna con una solución salina de fuerza iónica baja, que rom-

pa los enlaces de hidrógeno establecidos entre la cola poli A y 
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el aligo U o dT, y de esta manera libere el RNAm (Aviv y Leder, 

1972). 

6.3. RNA de Entamoeba histolytica. 
1 

Existen numerosos reportes concernientes al aislamiento y 

caracterieaci6n del RNA en protozoarios, especialmente RNAr. 

En algunos protozoarios, el RNAr asociado a la subunidad ·mayor 

es, aparentemente, un polinucle6tido intacto (Hyde y col., 1981); 

Sherman, 1977; Trigg, 1975). Sin embargo, en muchos protozoarios 

y en algunos eucariotes inferiores, el RNAr de la subunidad ma·· 

yor es lábil (Davis y Mussesman, 1980) y se disocia bajo candi-

cienes desnaturalizantes en dos fragmentos de aproximadamente el 

mismo tamaño, comparables en tamaño al RNAr asociado a la subuni-

dad menor (Castro y col., 1981; Hernández y Castañeda, 1981). 

El RNA del género Entamoeb.a ha sido escasamente estudiado. Es 

posible que esto se deba en parte a las dificultades que se pre-

sentan en el·aislamiento de RNA no degradado de las especies de 

Entamoeba. Quizá dicha dificultad estribe fundamentalmente en 

la presencia de una RNasa citoplásmica muy potente, cuya activi-

dad no puede ser eliminada con extracciones fen6licas (Barker, 

1976). En particular, las cepas de~ 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). Margan y col. (1968) detectaron una RNasa en 

los quistes de ~ invadens-a la cual son sumamente sensibles los 

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

tas dificultades técnicas, ya se ha.repprtado el aislamiehto y 

caracterización del RNA de quistes y trofozoítos de E. invadens 
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(Darker y Swales, 1972; Barkcr, 1976). En el caso de 

!:_ histdlytica, Albachi y col. (1977) presentaron evidencias que 

sugieren un alto grado de labilidad del RNAr in vivo. Dichas 
' ' 

evidencias consistieron en la rapidez con la cual el RNA cito-

plásmico marcado con 3H-Uridina sufrió recambio. En 1984 este 

mismo grupo de autores reportó el aislamiento y caracterización 

del RNA de los trofozoftos de este parásito mediante algunas mo-

dificaciones hechas a la técnica descrita por Solimosy y col. 

(1970). Las poblaciones mayoritarias encontradas fueron de 

4S, SS, 17S y 2SS (Tabla II). La estabilidad de dichas pobla-

ciones fue examinada por incubación de los extractos de RNA a 

varias temperaturas y posterior análisis en geles de poliacrila

mida en bendiciones no'desnaturalizantes. El RNA 2SS se distin-

guió de los RNAs 4S, SS y 178 por ser especialmente inestable a 

'temperaturas superiores a 37°C, dando lugar a las poblaciones 

165 y 17S. 

7. Sistemas de traducción in vitro. 

Los sistemas de ~raducción in. vitro (IVTs) han sido amplia

mente utilizados para la caracterización de RNArn's eucarióticos. 

Este tipo de sistemas han permitido probar la existencia de iden

tidad de RNArn's específicos, así corno también ha sido posible de-

linear el mecanismo de muchos eventos de la sfntesis de proteínas. 

El lisado de reticulocito es quizá el sistema de traducción 

in vitro más eficiente y más comúnmente utilizado. Se prepara a 

partir de eritrocitos inmaduros, reticulocitos, de conejos hechos 

an~micos por inyección de 1,2-acetilfenilhidrazina, el cual es un 

potente agente hemolítico. Cuando el lisado de reticulocitos se 



TABLA II 

Coeficientes de sedimentaci6n de las especies de RNA de 

de E. histolytica 

Especie Peso Molecular 

25 s l. 31 X 10-6 

17 s 8.03 X 10-5 

17 sl 7.00 X 10-5 

16 sl 6.14 X 10-5 

5.8 s2 4.80 X 10-4 

5 s 1 4. 00 X 10-4 

4 s 2.50 X 10- 4 
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l. La especie de RNA 25S se disocia bajo condiciones desnatu-

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

2. En~lectroforesis de RNA total llevadas a cabo bajo condi

ciones completamente desnaturalizantes, se observ6 una es

pecie adicional de 5.8s. 

(Tomado de: Aislamiento y caracterización del RNA de 

~ histolytica Albach y col., (1984) • 
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complementa con hemina, un sistema generador de energía y un 

aminoácido radioactivo continúa la síntesis de cadenas· de alfa 

y beta globinas a partir de RNAm endógeno a velocidades muy se

mejantes a las que ocurren en la célula intacta. El lisado de 

reticulocitos contiene cantidades importantes de RNAs mensaje

ros endógenos. Esta característica limitó por muchos años el 

uso de este extracto para la síntesis de proteínas libre de cé

lulas a partir de RNAs mensajeros exógenos. Sin embargo, este 

inconveniente fue superado con el procedimiento descrito por 

Pelham y Jackson '(1976) para eliminar la actividad RNAm endóge~ 

no de globina, por digestión del lisado de reticulocitos con nu

cleasa micrococal (proveniente de Staphylococcus aureus) . La 

actividad de esta enzima depende completamente de la presencia 

de calcio y se inactiva posteriormente por adición de EGTA (un 

agente quelador de iones Ca2+). Con este tratamiento el lisado 

de reticulocitos se convierte en un sistema RNAm-dependiente, 

conservando además, arriba del 70% de su actividad de síntesis 

proteica original (Perbal, 1984). 

Recientemente se han preparado dos sistemas IVT derivados 

de gérmen de trigo (Shih y Kaesberg, 1973; Marcus y col., 1974) 

y de células de ascitis de ratón (Matthews y Korner, 1970; Aviv 

y col., 1971). Estos sistemas tienen la ventaja de tener baja 

actividad de RNAm end6gena, pero sólo traducen 1 - 5 veces cada 

RNAm, mientras que el lisado de reticulocitos de conejo es capaz 

de hacerlo más de 50 veces (Brawerman, 1974). Además, ambos sis

temas son relativamente ineficientes para producir productos de 

traducci6n completos de RNAms muy largos. 
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Existe un segundo tipo de IVTs en el que se utilizan c~lu-

las enteras, oocitos de Xeno_E_u.s (Gurdon y col., 1971). En este 

sistema se microinyecta el RNAm junto con el aminoácido radioac-

tivo en el citoplasma del oocito. La principal ventaja de este 

sistema es que el RNArn inyectado puede ser traducido más de 

100,000 veces en un período aproximado de dos semanas; sólo que 

requiere un equipo muy sofisticado para la micromanipulación y 

la microiny~cción. En ~ste sistema ha sido posible acoplar la 

transcripción y la traducción 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. Los RNAm's de una amplia varie-

dad de sistemas eucari6ticos han sido traducidos exitosamente. 

Esto por si mismo demuestra la carencia general de controles 

traduccionales en forma de factores de iniciación capaces de dis-

criminar ·entre diferentes mensajeros. 

Otro uso importante de los IVTs heterólogos es la identifi-

caci6n de precursores que puedan.ser inestables~ vivo, pero 

que pueden acumularse debido a la falta de procesamiento in vitre. 
~~':: ---

El sistema de oocito de Xenopus no es adecuado para este propósi-

to, ya 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 alC)Ul1as 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 parásito 

!h histolvtica (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980, 1983), 

y por ello resulta sumamente interesante e importante estudiar 

las bases moleculares que rigen este fenómeno. El mejor conoci

miento de las propiedades biológicas de ~ histolytica nos per

mitirá bloquear su mecanismo de agresi6n sobre el hospedador en 

sus fases tempranas y de esta forma colaborar en el control de 

esta enfermedad parasitaria de primera importancia en M~xico. 
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IV, OBJETIVOS 

El objetivo general de este trabajo fue detectar la presen

cia de una o más proteínqs involucradas en el proceso de fagoci-

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

jetivos particulares: 

·1. Aislar RNA total de trofozoítos de las clonas de A y L-6 de 

~ histo:lytica. 

2. Aislar RNA poliadenilado, que está enriquecido en especies 

de RNA mensajero, a partir del RNA total de las clonas an-... 

tes m~ncionadas. 

3. Montar un sistema de traducción in vitre derivado de re-

ticulocitos de conejo. 

4. Traducir in vitro los RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 

y dete·rminar si hay diferencias en los patrones electrofo-

réticos de los productos de traducción. 

5. Montar un sistema para inmunoprecipitar los productos de 

traducción in vitro. 

6. Inmunoprecipitar los productos de traducción in vitre de 

los RNAs mensajeros de la~.clonas A y L-6 con anticuerpos 

policlonales y monoclonales y determinar si estos anti-

cuerpos reconocen cuando menos una proteína involucrada 

en el proceso de fqgocitosis amibiano. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

1. Cultivo c1c trofozo'i. tos ne Entamo~b~ histolyt ica. 

Los trofozoítos de las clonas A y L-6 se cultivaron en con

diciones axénicas a 37ºC en el medio TYI-S-33 descrito por Dia

mond y col. (1978), suplementado con 15% de suero bovino (dyclo::e) 

Laboratories, USA) previamente inactivado por ca_lentamiento a 

56ºC, 30 min. 3% de mezcla de vitaminas de Diamond (Noth Biolog., 

USA), ·4 UI de penicilina/rol y 57 ug de estreptomicina/rol. Las 

células en fase logarítmica de crecimiento se recolectaron por 

incubación en baño de hielo por 5 a 10 min y centrifugación a 

360 X g por 10 min (en centrífuga Beckman TJ-6) • La pastilla 

celular obtenida se lav6 3 a 4 veces con solución salina amorti

guadora de fosfatos (PBS) pH 7.0 con objeto de eliminar los res

tos de medio. 

2. Aislamiento de RNA total. 

En todas las operaciones en las que se manejó RNA se guar

daron las siguientes precauciones con objeto de evitar contami

naci6n por ribonucleasas exógenas: todo el material de vidrio 

utilizado se lavó con mezcla crómica y se calentó cuanto menos 

4 horas a 200°C, el material de plástico empleado siempre fue 

nuevo y estéril, las soluciones se prepararon con reactivos de 

la mejor calidad disponible utilizadno agua tridestilada estéril. 

Todas las soluciones se esterilizaron en autoclave (120°C, 20 

min), excepto aquellas soluciones termosensibles, las cuales se 

filtraron inmediatamente después Qe su preparación a través de 

membranas con tamaño de poro 0.22 µm (Millipore Co., USA). En 

todos los procedimientos que involucraron el empleo de RNA se 
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utilizaron guantes de plfistico desechables para protoger las so

luciones de las ribonucleasas de la piel. El fenal utilizado pa

ra la extracción de RNA fue previamente redestilado y almacenado 

en alícuotas a -20°C. 

2.1. Preparación de RNA polisomal de cerebro de rata. 

El RNA polisornal de cerebro de rata se preparó por una com

binación de los métodos de Schreirer y Staehelin (1973) y Gozes 

y col. (1975). Los cerebros de ratas de 8 días de nacidas se la

varon tres veces con PBS pH 7.0 y se homogenizaron con un ml dé 

soluci6n 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 homogenizador teflón-vidrio. El homogenizado se c~ntri

fugó 20 min a 17,000 X g (rotor HB4 de la centrífuga Sorvall 

RC-SB) y al sobrenadante se le adicionó 0.1 volumen de desoxicolato 

de sodio (DOC) al 10%. Alícuotas 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 solución A y 4 ml 

de sacarosa 1.0 M en solución A. Los gradientes se centrifugaron 

18 ha 25,000 rpm a 4°C en el rotor SW 28 de la ultracentrífuga 

Beckman LS-50. Cada pastilla se resuspendió en 1.0 ml de solu

ción B (NaCl O.lM, EDTA l mM y Tris-Hcl O.lM pH 9.0). Las sus

pensiones se reunieron y se ajustaron a una concentración final 

de SDS al 1%. Se añadió un volumen igual de Cloroformo / Fenol / 

Alcohol isoamilico, 24 24 :1 (CFI) y se agitó durante 5 min a 

temperatura ambiente. Las fases acuosa y org~nica se separaron 

por centrifugación a 8,000 X g (rotor HB4 de la centrífuga Sorvall 

RC-SB) durante 5 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se 
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recuperó y se guardó eh baño de hielo, mientras que la fase or

gánica se reextrajo con un volumen igual de solución B. Se cen

tri fug6 nuevamente para separar las fases orgánica 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 orgánica y acuosa se observó completamente libre 

de proteínas desnaturalizadas. Finalmente, la fase acuosa se 

extrajo dos" veces con CI (Cloroformo / Alcohol isiamílico 24 : 

1) para eliminar restos de fenal. Para precipitar el RNA, la 

fase acuosa se ajustó a una concentración final de acetato de 

sodio 0.3M y se le adicionaron 2.5 volúmenes de etanol absoluto 

frío. Se dej6 precipitar toda la noche a -20°C. El RNA preci

pitado se recuperó por centrifugación a 17,000 X g (rotor HB4 

de la centrífuga Sorvall RC-5B) durante 30 min a -lOºC. La pas

tilla se secó durante 10 min con vacío y se lavó dos veces con 

etanol al 70%, se secó nuevamente y se resuspendió en 1.0 rol de 

agua desionizada estéril. Se tomó una alícuota para determinar 

su concentración y se midió su absorbancia a 260 nm. El RNA se 

almacenó en alícuotas a -70ºC a una concentración de 5.0 mg de 

RNA/ml de solución. 

, 



2.2. Aislamiento de RNA de Entamoeba hi~!olytic9. 

2.2.1. Método de LiCl 3M, Urea 6M. 
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En este caso se siguió el procedimiento descr.i to por Auffray 

y Rougeon (1979). Una pastilla congelada de trofozoítos se homo

geniz6 en 10 volúmenes de LiCl 3M, Urea 6 M durante 1 min a 4ºC 

con agitación vigorosa en Vortex. El homogenizado se colocó en 

tubos de polialómero SW 41 y se dejó 32 horas en hielo. Los tu

bos se centrifugaron 1 hora a 25,000 rpm en rotor SW 41 a 2ºC. 

La pastilla de RNA se disolvió en Tris-HCl 10 mM pH 7. 5, EDTA 

10 mM, SDS 0.1% y proteinasa K 50 ug/ml. Esta mezcla se incubó 

15 min a 37°C y posteriormente se extrajo dos veces con un volu

men igual de CFI y dos veces con CI. Las fases acuosa y orgáni

ca se separaron después de cada extracción por centrifugación a 

8,000 X g 10 min a temperatura ambiente. El RNA se precipitó 

de la fase acuosa por adición de 0.1 volumen de acetato de sodio 

3M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. El RNA se disolvió en 

agua y se reprecipit6 dos veces más. Finalmente, la pastilla de 

RNA se disolvió en agua y se almacenó en alícuotas a -20ºC. 

2.2.2. Método de fenal - sos. 

Esta extracción se bas6 en el método descrito por Rosen y 

col. (1975). La pastilla de trofozoítos previamente lavada con 

solución salina 0.89% se homogenizó en un homogenizador de vi

drio con 10 volúmenes de SOS O. 5%, EOTA 25 mM, NaCL 75 mM r)]f 

8.0 y 10 volúmenes de fenal recién destilado saturado con Tris

HCl 0.1 M pH 8.0 en baño de hielo durante 3 min. La emulsión 

resultante se incubó 30 min en baño de hielo y se centrifugó a 

17,000 X g 20 mina 4ºC. La fase acuosa y la interfase se re-
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extrajeron con un volumen igual de CFI (cloroformo/fenol/álcohol 

isoamílico 24 : 24 : 1) 5 min a temperatura ambiente y se centri-

fuq6 10 mina R,000 X g a 20ºC. T~ fase acuosa se separó cuidado-

samcnte y se adicionó proteinasa K a una concentración de 20 ug/ml. 

Esta mezcla se incub6 15 min a 37ºC y se extrajo 3 veces más con 

CFI y dos veces con CI (cloroformo/alcohol isoamílico 24 : 1) • 

El RNA se precipitó de la fase acuosa por adición de O~ 1 volumen de 

acetato dé sodio 3M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. Se dejó 

precipitando toda la noche y posteriormente se recuperó por cen-

trifugaci6n a 17,000 X g a -lüºC por 30 min. La pastilla de RNA 

se secó con vacío, se resuspendió en agua y se reprecipit6 en dos 

ocasiones sucesivas. Finalmente el RNA se resuspendió en agua y 

se almacenó en alícuotas a -20°C. 

2.2.3. Método DEP-SDS. 

Se utilizó el método descrito por Albach y col. (1984). Las 

amibas se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en solu-

ci6n amortiguadora de extracción (Tris-HCl 0.05M pH 7.5, NaCl O.SM, 

MgS04 5 mM) a una concentración de 1 X 10 6 trofozoítos por ml. 

Se agregó SOS a una concentración final de 1% e inmediatamente 

después se adicionó 0.02 ml de dietilpirocarbonato (DEP) por cada 

' ml de suspensión. Lai células se homogenizaron en frío utilizan-

do tubos con tapa de rosca. El homogenizado amibiano se incubó 

5 min a 30ºC con agitación ocasional y se enfrió rápidamente en 

hielo. Posteriormente, esta mezcla se centri'fugó 5 min a 8,000 

X g (rotor HB4 de la centrífuga Sorvall RC-SB), se recuperó el 

sobrenadante y a éste se le adicion6 NaCl a una concentración fi-

nal de 0.1 g/ml. La mezcla se incubó 5 min a 30ºC y despu~s se 

enfrió r&pidamente en hielo durante 5 min. El homogenizado se 
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centrifugó a 10,000 X g (rotor HB4 de la centrífuga Sorvall 

RC-58) 10 min'a 4ºC, se recuperó el sobrenadante y éste fue re

centrifugado a 4ºC, 20 min a 23¡000 X g (rotor HB4 de la centrí

fuga Sorvall RC-5B). El RNA se precipitó adicionando 0.1 volu

men de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2.5 volúmenes de etanol ab

soluto frío. El RNA se ajustó a una concentración de 5 mg/ml en 

agua y se almacenó en alícuotas a ~20ºC. 

2.2.4. Método de Isotiocianato de guanidina - CsCL. 

Se utilizó una combinación de los métodos propuestos por 

Glisin y col. (1974) y Ullrich y col. (1977) con algunas modifi-

caciones propuestas por el Dr. Federico Sánchez (comunicación 

personal) . Una pastilla celular que contenía aproximadamente 

8 X 107 trofozoítos se lavó tres veces con PBS e inmediatamente 

se congeló en nitrógeno líquido. A la pastilla congelada se le 

adicionó 1 ml de solución amortiguadora de homogenización (iso-

tiocianato de guanidina 5M, Tris-HCl 50 mM pH 7.6> EóTA 25 mM, 

Sarkosil 2% y 2-mercaptoetanol) por cada l X 10 7 células y se 

homogenizó por agitación vigorosa en Vortex durante 1 min a 4°C. 

El lisado celular se centrifugó 20 mina 17,000 X g a 20°C. Se 

desechó la pastilla y al sobrenadante se le adicionaron 2.2 vo

lúmenes de solución amortiguadora de homogenización y 0.85 vo

lúmenes de CsCL 5.7 M en EDTA 5 mM. Esta preparación se deposi

tó cuidadosamente sobre un colchón de 5 ml de CsCl 5.7 M, EDTA 

50 mM y se centrifugó durante 22 horas a 20ºC a 25,000 rpm en 

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

transparente de RNA se resuspendió en 8 ml de agua y se precipi

tó por adición de 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 vo-
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lúmenes de etanol absoluto. Esta RNA se dejó precipitando toda 

la noche y al día siguiente se recuperó por centrifugación a 

17,000 X g a -lOºC durante 30 min. La pastilla obtenida se secó 

por 5 - 10 min con bomba de vacío y posteriormente se lavó de 3 

a 5 v.eces con 3 rol de LiCl 2 M, EDTA 5 mM a 4 ºC. Después de ca-

da lavado la suspensión se centrifugó a 17,000 X g, 10 mina 4°C. 

Finalmente el RNA se reprecipitó en dos ocasiones sucesivas por 

adici6n de 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M y 2.5 volúmenes 

de etanol absoluto. La concentración de RNA se determinó 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 RNl\ extraído con cada uno de los métodos 

mencionados anteriormente se verif ic6 por análisis en geles de 

agarosa al 1.5% en condiciones no desnaturalizantes y en geles 

de agarosa al 1.0% en condiciones de~naturalizantes. 

3.1. Geles de agarosa no desnaturalizantes. 

3.1.1. Preparaci6n de las muestras. 

El RNA fue analizado en geles de agarosa teñidos con bromu

ro de etidio. Las muestras se prepararon mezclando 2 ¡il de RNA 

en agua (aproximadamente 10 µg de RNA) , 16 pl de agua desioniza

da y 2 pl de buffer de muestra lOX gue contenía : azul de bromo

fenol 0.25%, xilencianol 0.25% y Ficoll 400 25%. Las muestras 

se centrifugaron 2 segundos en la microcentrífuga Eppendorf y se 

depositaron alícuotas de 5 a 20 µl en los pozos del gel. 

3.1.2. Preparación del gel de agarosa. 

Para preparar el gel se adicionaron 10 ml de soluci6n de a

garosa al 1.5% en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA lmM) que conte

nía 0.5 ug/ml de bromuro' de etidio, a una cámara de lucita de 

5.5 X 7.5 cm. Inmediatamente después se introdujo un peine de 

lucita el cual forma poros de aproximadamente 2.5 nun de largo x 

l mm de ancho.' Esta· cámara se dejó reposar por 30 a 45 min a 

temperatura ambiente. Se retir6 el peine y la cámara se sumergi6 

en un tanque de electroforesis de 15 cm de largo X 6 cm de ancho 

que contenía 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 utilizó un transilurninador de 

luz ultravioleta de onda larga, con la cual el bromuro de etidio 

que se intercaló entre los pares de bases, fluoresce intensamen

te. Para este tipo de fotografías se utilizaron películas 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. Preparación de las muestras. 

Las muestras de RNA se desnaturalizaron por calentamiento en 

presencia de formaldehído y formamida. Alícuotas de 4.5 pl que 

contenían 20 µg de RNA se mezclaron con 2 pl de solución amorti

guadora· de corrida 5 X (MOPS 0.2M pH 7.0, acetato de sodio SO mM 

y EDTA 5 .. mM pH 8.0), 3.5 pl de formaldehído al 37% y 10.0 µl de 

formamida previamente desionizada con AG 501-X8 (Bio-Rad) • Esta 

mezcla se incubó 15 min a 55°C y al final de la incubaci6n se adi

cionaron 2 µl de solución 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 formaldehído, corno se describe a continuación. 

3.2.2. Preparación del gel. 

El gel de agarosa al 1% que contenía forrnaldehído se prepar6 

y se corrió con el mismo equipo descrito anteriormente para los 

geles no desnaturalizantes. 
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La solución de agarosa se preparó fundiendo 100 mg de agaro

sa en 6.2 rol de agua en baño María. Esta solución se enfrió a 

60°C y se mezcl6 con 2ml' de solución amortiguadora de corrida 5 x 

1.8 rol de formaldehído al 37%. Esta mezcla se depositó en la cá

mara de lucita e inmediatamente después se coloc6 el peine para 

formar los pozos. Se dejó gelificar por 30 a 45 min a temperatu

ra ambiente y posteriormente se introdujo la cámara en el tangue 

de electroforesis, que contenía 60 rol de solución amortiguadora 

de corrida 1 X. El gel se corri6 durante 2 a 2.5 horas a 45 v. 
Al término de la electroforesis se tiñeron los geles con bromuro 

de etidio (0.5) mg/ml durante 30 a 45 min. Las fotografías se to

maron bajo iluminación con luz ultravioleta de onda larga utilizan

do películas Polaroid tipo 57. 

4. Aislamiento de RNA poliadenilado. 

El aislamiento de poblaciones de RNA poliadeniladas se reali

z6 por cromatografía de afinidad a oligo-dT (celulosa) de acuerdo 

al método descrito por Aviv y Leder (1972). El extracto de RNA 

total se resuspendió en agua a una concentración de 2 mg/ml~ se 

calentó 30 segundos a 70ºC, se adicionó un volumen igual de solu

ción de carga 2 X (Tris-HCl 20 mM pH 7.5 EDTA 2mM, NaCl lM, SDS 

1%) y se dejó enfriar a temperatura ambiente. La muestra de RNA 

se aplicó a'una columna de oligo-dT celulosa previamente equili

brada con solución 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 colectó lentamente a una velocidad de flujo 

aproximada de 0.5 ml/ml, se calentó 30 seg a 70°C, se enfrió a 

temperatura ambiente y se aplicó nuevamente a la columna. De es-
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ta forma la muestra fue recirculada 5 veces. La columna se lavó 

lentamente con 30 volúmenes-columna de buffer de carga para eluir 

el material poli A menos y enseguida se lav6 con 4 volúmenes -

columna de Tris-HCl 10 n\M pH 7.5, EDTA 1 mM y SDS o.2i. l\mhas 

fracciones se precipitaron por adici6n de 0.1 volumen de acetato 

de sodio 3M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. Se dej6 precipi

tando toda la noche a -20°C y al día siguiente el RNA se recuperó 

por centrifugaci6n a 17,000 X g 30 mina -lOºC. El RNA se resus

pendi6 en agua a una concentraci6n final de 1 mg/ml. 

5. Preparación del lisado de reticulocitos de conejo. 

Este li~ado se preparó por una combinación de los métodos 

previamente propuestos por Darnbrought (1973) y Hunt y Jackson 

(1974). Se utilizaron conejos jóvenes de 2 a 2.5 Kg de peso a 

los cuales se les indujo anemia severa por inyección intramuscular 

de 2. 5 rol de acetilfenilhidrazina durante 5 n.ías consecutivos. 

En el pritner día de tratamiento también se les administró 1 rnl de 

solución de vitaminas (10 mg vitamina Bl2 y 100 mg de ácido f6li

co en 100 ml de NaCl 0.89%). El progreso de la anemia se siguió 

por cuantificación 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 tinci6n 

se hizo mezclando una gota de sangre (con EDTA corno anticoagulan

te} con dos.gotas de colorante para reticulocitos (nuevo azul de 

metileno 0.5%, oxalato de potasio 1.4% en NaCl 0.89%) e incubando 

15 min a 37°C. Posteriormente, se hizo una extensi6n en portaob

jetos y se observ6· con objetivo de inmersi6n lOOX. Los conejos 

que al quinto día de tratamiento presentaron de 90 a 100% de re~ 

ticulocitos se sacrificaron dos días después, mientras que aque-:-
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llos que presentaron cuentas más bajas se les aplicaron una o dos 

inyecciones más. La sangre con alto contenido de reticulocitos 

se obtuvo por punción cardíaca en la que se utilizaron ~gujas del 

no. 14 adaptadas a jering~s heparinizadas de 20 ml. La sangre de 

cada conejo se colectó en 50 rol de solución salina fisiológica 

(NaCL 0.14 M, KCl 5 mM y acetato de magnesio 7.5 mM) que contenía 

1,000 UI de heparina. Posteriormente se filtró a través de gasa 

estéril y se centrifugó a 2,500 rpm (centrífuga Beckman TJ-6) 15 

min a 4ºC. El plasma se eliminó por aspiraci6n y el paquete celu-

lar se lavó 3 veces con cuatro volúmenes de solución salina fis~o-

lógica, centrifugando cada vez 5 min a 2,500 rpm (centrífuga Beck-

Se hizo un cuarto lavado, sólo que ahora se centrifugó a 7,000 

rpm (rotor HB4 de la centrífuga Sorvall RC-58) durante 5 min a 4°C. 

En este último lavado se eliminó por completo la capa de leucocitos. 

Las células· se lisaron osmóticamente por adici6n de 1 volumen de a-

gua destilada fría. Esta suspensión se centrifugó 15 mina 17,000 

X g a 4°C. El sobrenadante se decantó cuidadosamentP. y se almace-

n6 inmediatamente después en alícuotas de 400 µl en nitr6geno lí-

quido. 

6. Traducción in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica. 

Los ensayos de síntesis proteica se realizaron en un sistema 

de traducción in vitro derivado de reticulocitos de conejo de a-

cuerdo al método descrito por Pelham y Jackson (1976) . Inmedia

tamente después de descongelar el lisado (400 µl) se le adiciona

ron 91 µl de soluci6n A la cual contenía: 10 µl de soluci6n de 

hemina l mM en Tris-HCl pH 8,2, KCl 50 mM y etilenglicol 90%; 5 
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µl de CPK (creatinfosfoquinasa) 5 mg/ml en glicerol al 50% ; 25 

pl de mezcla de KCL 2M y MgC12 10 rnM ; 25 111 de fosfato de crea-

tina 0.2 M 25 µl de mezcla de todos los aminoácidos (excepto 

metionina) a una concentración 5 mM, neutralizados con 0.05 volú-

menes de HEPES 1 M pH 7. O ; 1 pl de CaC12 O. 5M y 10 ¡tl de nuclea-

sa micrococal 1 mg/ml (9,000 U/mg). Esta mezcla se incubó 15 min 

a 20°C, y enseguida se le adicionaron 10 µl de EGTA 0.2M pH 7.0 

para detener la actividad de la nucleasa. Esta preparación se 
\ 

dividi6 en alícuotas y se almacenó en nitrógeno líquido. 

Cabe hacer notar que para este tipo de experimentos sólo se 

utilizaron aquellos lisados que presentaron un alto índice de tra-

ducción para sus propios mensajeros, ya que esto garantizó una 

traducción eficiente de los RNAs mensajeros amibianos. Un buen 

lisado de reticulocitos de conejo fue aquel que, sin previa diges-

ti6n con nucleasa micrococal y en ausencia de RNA amibiano, fue 

capaz de incorporar 1 X 10 6 cpm de 35s-Metionina en cada 5 µl de 

mezcla de traducción precipitada con TCA caliente. Para iniciar 

la síntesis de proteínas se mezclaron 24 µl de mezcla de traduc-

ción predigerida con nucleasa micrococal (9,000 UI/mg), 3 µl de 

35s-Metionina (1120 Ci/mmol) y 3 µl de RNA (10 pg/pl) en agua. 

La mezcla de reacción se incubó 90 min a 30°C en baño María. Des-

pués de este período se procedió a determinar incorporación del 

aminoácido radioactivo en material TCA caliente precipitable. 

Se tomaron alícuotas de 5 µl de mezcla de reacción y se deposita-

ron en tubos de ensayo que contenía 1 ml de'agua y 50 µl de albd

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

los tubos se 'incubaron 2 O min en baño María a 90 ºC y después se 



56 

enfriaron en hielo 30 min •. El material precipitado se recuper6 

por filtración al vacío en filtros de fibra de vidrio (Whatman 

GF/C}. Los filtros se lavaron 3 veces con TCA frío al 5% y por 

último se lavaron una vez con etanol frío. Se secaron 5 rnin a 

100 e y se colocaron en viales que contenían 4 ml de líquido de 

centelleo (5 g PPO/l de tolueno) . Los viales se contaron en un 

contador de centelleo en el canal de 1~c con .una eficiencia del 

70%. 
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7. Inmunoprecipitaci6n de productos de traducción in vitro. 

7.1. Cultivo de s. aureus. 

Se prepar6 el siguiente medio de cultivo: (*) 

(g/litro) 

Extracto de carne 2.5 

Peptona de caseína 5.0 

Extracto de levadura 4.0 

Gelatina 30.0 

Lactosa 2.0 

D-Manitol 10.0 

NaCl 30.0 

K2HP04 4.82 

KH2P04 l. 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 filtración en membrana 0.2 um (Millipore Co, 

USA) . 

El medio se inoculó con 0.1 volumen de cultivo de S. aureus 

y se incub6 18 horas a 37ºC con agitación constante (aproximadamen-

te 200 rpm) . 
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7.2. Preparación de suspensión de ~~~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

suspendi6 a una concentraci6n del 10% (peso/volumen) y posterior

mente se le adicionó formaldehído a una concentración final de 

1.5%. La suspensión se agit6 inmediatamente después durante 90 

min a temperatura ambiente. Las bacterias así fijadas se centri

fugaron 5 min a 8,000 X g y se resuspendieron nuevamente en PBS -

NaN 3 0.05% a una concentraci6n del 10% (peso/volumen). Posterior

mente, se transfirieron a un matraz Erlenmeyer grande con objeto 

de que la suspensión de ~ aureus no ocupara más de 2 cm de al

tura y se incubó 5 min a 80ºC en baño María agitando rápida y con

tinuamente. La suspensión bacteriana se enfrió en baño de hielo 

durante 10 rnin y se centrifugó 5 rnin a 8,000 X g. La pastilla 

se lavó dos veces con PBS - NaN3 0.05% y finalmente se resuspen

di6 en PBS -NaN3 0.05% a una concentración de 10% (peso/volumen). 

Esta suspensión se almacenó en alícuotas a -20ºC. 

7.3. Preparación de ~ aur~ para inmunoadsorci6n. 

La suspensión de s. aureus al 10% se centrifugó 15 segundos 

en rnicrocentrífuga Eppendorf (12,000 rpm) y la pastilla se resus

pendió en el mismo volumen en buffer NET - NP 40 0.5% que conte

nía NaN3 0.02%. Se incubó 15 mina temperatura ambiente con a

gitaci6n ocasional y posteriormente se lav6 una vez con buffer 

NET - NP 40 0.05% que contenía NaN
3 

0.02%. Se centrifugó 15 se

gundos en la microcentrífuga Eppendorf y se resuspendió en el vo

lumen original en NET ~NP 40 0.05% que contenía NaN3 0.02%, 

L-Metionina 2 mM y albúmina sérica bov~na 1 mg/ml) . 
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NOTA: Esta suspensión se almacena a 4ºC y se utiliza dentro 

de las 24 horas siguientes a su preparación. 

7.4. Inmunoprecipitación de productos de traaucci6n in vitro. 

A 30 µl de mezcla de traducción (aproximadamente 500,000 

cpm) se le adicionaron 120 pl de PBS pH 7.2, 150 JJl de Buffer 

NET 2x (pH 7.4 para suero de conejo o pH 8.0 para suero de ra-

tón) y 50 pl de suero no inmune de conejo. Esta mezcla se incu-

bó 2 horas a 4 ºC y enseguida se adicionaron 100 ¡11 de §_.:_ aureus 

al 10%, continuando la incubación por 30 min a temperatura am-

biente. Se centrifugó 15 segundos en la microcentrífuga Eppendorf 
! 

y al sobrenadante se le adicionaron 50 111 de suero inmune. Esta 

mezcla se dejó interaccionar toda la noche a 4ºC, posteriormente 

se adicionaron 150 pl de §_.:_ aureus al 10% y se incubó 30 min a 

temperatura ambiente. Al término de la incubación, la mezcla se 

diluyó por adiéión de 1 ml de buffer NET - NP 40 0,05% y se cen

trifugó 15 segundos en la microcentrífuga Eppendorf. La pasti-

lla se lavó dos veces con 1 ml de buffer NET - NP 40 0.05% y u-

na vez con 1 ml de buffer de lavado que contenía NaCL 300 mM, 

Tris-HCL 50 mM pH 8,6, SDS 0.1%, NP - 40 0.05 y finalmente se 

resuspendió en 70 µl de buffer de muestra para geles de poliacri-

lamida - SDS. Esta suspensión se calentó 3 min a lOOºC y se cen-

trifugó 5 minen microcentrífuga Eppendorf .(12,000 rpm). Se re

cuperó el sobrenadante y se depositó sobre geles de poliacrilami-

da - SDS. 

8. Geles de poliacrilamida - SDS. 

8,1. Preparación de las muestras. 



Muestras alícuotas de las mezclas de traducci6n in vitro 

fueron diluídas con un volumen igual de buffer de muci;tra dos 

veces concentrado (2X), que contenía: Tris-HCl O.l25M pH 6.8, 

- SDS 4%, glicerol 20% y 2-mercaptoetanol 10%. Los tubos se co-

locaron en un bafio de agua hirviendo durante 90 segundos y 1es

pués se enfriaron rápidamente en bafio de hielo. A cada t~~~ se 

le adicion6 una gota de rojo de fenol al 0.1%. El volumen de-

positado en los pozos del gel dependió en cada caso del número 

de cuenta~ que preserltaba la muestra, puesto que los geles fue-

ron corridos manteniendo las cpm constantes. 

8.2. Preparaci6n de los geles. 

La electroforesis de las proteínas radioactivas se hizo en 

geles de poliacrilamida de 10.0 x 14.0 cm y de 1.5 mm de espesor, 

preparadas de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli 

(1970). 

El gel resolutivo fue preparado con las siguientes caneen-

traciones finales: acrilamida 10%, bisacrilamida 0.9%, Tris-HCl 

0.375M pH 8.8, SDS 0.1%. El gel fue polimerizado mediante la 

adición de 0.05% de persulfato de amonio y 0.003% de TEMED. Las 

concentraciones finales del gel concentrador fueron las siguien-
1 

tes: acrilamida 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 electroforesis contenía: Tris base 0.025M pH 8.3, glicina 

0.192M y SDS 0.1%. La electroforesis se hizo manteniendo una 

corriente constante de 25 rnA durante el tiempo necesario para 

que el rojo de fenol 1 alcanzara el fondo del gel (aptoximadamen-

te 6 horas) . 
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8.3. Tinci6n y distinci6n de los geles. 

Los geles de poliacrilarnida se tiñeron durante 4 horas con 

la siguiente soluci6n: azul de Coomassie R-250 0.125%, metanol 

50%, ácido ac6tico 10%. Posteriormente se destiñeron durante 

una hora con metanol 50% Y,ácido acético al 10% y durante tres 

horas más con metanol 5% y ácido acético al 7%. 

9. Fluorografía de los geles de poliacrilamida - SDS. 

Los geles se colocaron dos veces, una hora cada vez, en 

aproximadamente 20 volúmenes de dimetilsulf6xido (DMSO) • Des·· 

pués se trataron durante una hora con PPO al 22.5% en DMSO y 

por últ±rno una hora• en glicerol al 1%. Los geles se secaron 

durante 1.5 hr. con calor y vacío y se expusieron a placas de 

Hayos X a diferentes tiempos, dependiendo del número de cprn que 

presentaron las muestras analizadas, a - 70ºC. 
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VI. RESULTADOS 

l. Aislamiento de RNA polisomal de cerebro de rata. 

Corno referencia para evaiuar la integridad de las prepara

ciones de RNA amibianos aisladas por diferentes métodos de ex

tracci6n se utilizó el RNA de cerebro de rata. El método para 

el aislamiento del RNA polisomal de cerebro de rata se bas6 en 

una combinación de los descritos por Schrerier y Staehelin (1973) 

y Gozes y col. (1975). El perfil del análisis 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 presentó las tres poblaciones mayoritarias 

típicas de los organis~os eucariontes superiores que presentan 

28S, 188 y 58 de coeficiente de sedimentaci6n. Estos resultados 

demostraron que el RNA obtenido estaba íntegro. 

2. Aislamiento de RNA total de Entamoeba histolytica. 

Con objeto de definir las condiciones 6ptimas para el ais

lamiento de RNA intacto y biológicamente activo de trofozoítos 

de ~ histolytica, se probaron diversos procedimientos previamen

te publicados para el aislamiento de RNA de células eucari6ticas 

(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 con 

cuatro de ellos: a) Método de LiCl - Urea, b) Método de fenal -

sos, c) Método de DEP - SDS y d) Método de isotiocianato de gua

nidina - CsCl. El RNA obtenido con cada uno de estos métodos se 

analiz6 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 cerebro de rata se analiz6 por electro

foresis en geles de agarosa al 1.5%. Las muestras se corrieron 

de 2 a 2.5 h a 35 V y los geles se tiñeron con bromuro de etidio 

(5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías se tomaron bajo 

luz ultravioleta con películas Polaroid 57. El negativo de esta 

fotografía se utiliz6 para hacer el análisis densitométrico de 

las poblaciones de RNA por absorbancia a 560 nm. 
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fin de verificar su integridad. Como referencia se utilizó 

siempre RNA de cerebro de rata. 
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El patr6n electroforético del RNA amibiano aislado con el 

método de LiCl-Urea (Auffray y Rougeon, 1979) sólo presentó es

pecies de muy bajo peso molecular con coeficientes de sedimen

tación inferiores a 48 (Fig. 4). Esto es indicativo de que el 

RNA sufri6 degradaci6n durante el proceso de extracción. El 

RNA amibiano aislado con el método fenol 8D8 (Rosen y col., 1975) 

también presentó degradación, aunque en menor proporci6n que la 

ocurrida en e1 RNA aislado con LiCi - Urea (Fig. 5). En los ge

les teñ'idos con bromuro de etidio se observó un barrido de mate

rial fluorescente desde la región correspondiente a 188 hasta la 

regi6n 5S del RNA de cerebro de rata. Con los métodos DEP - SDS 

(Albacb y col., 1984) e isotiocianato de guanidina - CSCl (Glisin 

y col., 1974' Ulrich y col., 1977) se obtuvo RNA amibiano no de

gradado. El patr6n electroforético del RNA aislado con el méto

do DEP-SDS presentó cuando menos cuatro bandas (Fig. 6), las cua

les tuvieron una migración mayor a 28S, aproximadamente 258, ma

yor a 188 y mayor a 58 (Fig. 6). Con este método se aisl6 menor 

cantidad de la especie de RNA mayor a 288 y una mayor cantidad de 

la especie mayor a 18. Es posible que esto se deba a que se pro

duce una mayor disociación del RNA mayor a 288 en RNAs de menor 

coeficiente de sedimentación (Albach y col., 1984). Si esto fue

ra cierto se reflejaría en una disminución de la especie mayor a 

288 y el subsecuente aumento en la cantidad de RNAs más pequeños. 

Por otra parte, cabe hacer notar que 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 trofozoítos de la clona A se extrajo con el 

mGtodo que involucra el uso de LiCl-Urea. Las muestras se ana-

!izaron por electroforesis en geles de a·garosa al l. 5%. Las 

muestras se corrieron de 2 a 2.5 h a 35 V y se tiñeron con bro

' i muro de etidio (5. ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías 

se tomaron bajo luz ultravioleta con películas Polaroid 57. 

Se utilizó 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. 
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Figura 5 

Electroforesis en gel de agarosa de RNA total aislado 

por el método Fenol-SDS. 

El RNA de los trofozoítos 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 

d~ 2 ~ 2.5 h a 35 V y el gel se tifi6 con bromuro de etidio 

(5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías se tomaron bajo 

luz ultravioleta con películas Polaroid 57. El RNA de cerebro de 

rata se utilizó 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. 
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Los trofozoítos de la clona A se lisaron con SOS 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 muestras se corrieron de 2 a 2.5 h a 35 v. Las fotograf!as 

del gel teñido con bromuro de etidio se tomaron bajo luz ultra

violeta con películas Polaroid 57. 

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

Carriles 3 y 4: RNA de ~ histolytica. 
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cuatro poblaciones que migraron en la posición mayor a 288, a

proximadamente 25S, mayor a 18S y otra de aproximadamente 16S 

(Fig. 7) •. Como se puede observar en el perfil densitométrico, 

este método no se aisla'i·on poblaciones de RNA de bajo peso mo

lecular (Fig. 8). Este tipo de moléculas requieren de tiempos 

extremadamente largos de ultracentrifugación para sedimentar 

a través del· gradiente de ese+ y esto podría ser la explicaci6n 

de por qué no se observan las bandas correspondientes a RNAs 

48 o SS. 

La población de.RNA de alto peso molecular que migra un po

co menos que la población 28S no se observó cuando esta misma 

preparaci6n de RNA se analizó en geles de agarosa preparados en 

condiciones desnaturalizantes (Fig. 9). Este resultado sugiere 

que la banda de RNA amibiano con coeficiente de sedimentaci6n 

superior a.l RNA 28S de cerebro de rata es un agregado estructu

ral formado durante el proceso de extracción. Aunque no podemos 

descartar la posibilidad de que se trate de un precursor de RNA. 

El análisis electroforético de las preparaciones de RNA obteni

das por los cuatro métodos antes mencionados, mostró que tanto 

el método DEP-SDS como el método isotiocianato de guanidina-escl 

fueron adecuados para el aislamiento de RNA amibiano no degrada

do. Sin embargo, era necesario saber si con estos métodos se 

obtenían preparaciones de RNA puras. Por otra parte, fue impor-

tante para la elección del método de aislamiento y purificación 

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

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

La pureza de las pr~paraciones de RNA se evaluó 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 trofozoítos de la clona A se lisaron en presencia de 

isotiocianato de guanidina y el lisado celular se centrifug6 

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 fotografías del 

gel teñido con bromuro de etidio se tomaron bajo luz ultra

violeta con películas Polaroid 57. 

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

Carriles 3 y 4: RNA de E. histolytica. 



2 3 4 



Figura 8 

Perfil densitométrico del RNA aislado por el método 

isotiocianato de guanidina-CsCl. 

70 

El RNA amibiano total aislado en presencia de isotiocianato 

de guanidina y por centrifugaci6n en gradiente de CsCl, se anali

zó 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 tiñ6 con bromuro 

de etidio (5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías se to

maron bajo luz ultravioleta con películas Polaroid 57. El nega

tivo se utiliz6 para hacer el análisis densitométrico 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 método 

de isotiocianato de guanidina-CsCl se desnaturalizaron por incu

baci6n a 5~°C durante 15 min en presencia de formaldehído y for

mamida. Las muestras se corrieron de 2 a 2.5 h a 45 V en geles 

de agarosa que contenían formaldehído. Las fotografías del ge~. 

de agarosa teñido con bromuro de etidio se tomaron bajo luz ul

travioleta con películas Polaroid 57. 

Carril A: RNA polisomal de cerebro de rata no desnaturalizado. 

Carril a: RNA polisomal de cerebro de rata desnaturalizado. 

Carril B: RNA total de s. 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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laci6n de absorbancia 260/280 nm. Esta tiene un valor igual 0 

mayor a dos en preparaciones de RNA puras. Los resultados de 

L1s determinaciones de pureza y rendimiento de RNA por trofo

zoí tos 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 relaci6n de absorbancias siempre fue igual o ma-

yor que dos. Por otra parte, con este método se recuperaron de 

-5 3.5 a 4.0 X 10 )lg de RNA total por trofozoíto. Con el método 

-5 DEP-SDS, sin embargo, s6lo se recuperaron 1.5 a 2.0 X 10 µg 

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

de elecciórr para aislar y purificar RNA de !:_ histolytica fue el 

m~todo de isotiocianato de guanidina - CsCl. 

2. Labilidad del RNA d.e Entamoeba histolytica. 

Como se dijo en la secci6n anterior, 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 extrae-

ción basados en el uso de fenal como agente desnaturalizante de 

proteínas e inhibidor de nucleasas (Rosen y col., 1975; Maniatis 

y col., 1982), pero con ninguno de ellos se logr6 aislar RNA in

tacto. Para definir si el problema de la degradaci6n radicaba en 

que el fenal no inhibía la actividad ribonucleasa de los trofo-

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

ción. Estos experimentos consistieron en mezclar trofozoítos de 

~ 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 trofozoítos bajo las mis-

mas condiciones que en la mezcla anterior. El RNA de cerebro de 



TABLA III 

Pureza y rendimiento de los RNA.s aislados por los métodos 

DEP-SDS e isotiocianato de guanidina-CsCl 

METO DO 

DEP - SDSl 

Isotiocianato de 2 

guanidina-CsCl 

260 / 280 nm3 

l. 851 

2.272 

X 10-5 

ug/trofozoíto4 

1.96 

3.46 

l. DEP-SDS. M~todo de extracci6n de RNA basado en el uso de 

dietilpirocarbonato como inhibidor de nucleasas. 
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2. Isotiocianato de guanidina-cscl. Método de extracci6n basado • 
el uso de isotiocianato de guanidina como inhibidor de nuclea

sas, en el que el RNA se obtiene por centrifugación en gradien

te de CsCl. 

3. 260/280 nrn =relación de las absorbancias de las muestras.de 

RNA ~ 260 y 280 nrn, que se utilizó para estimar la pureza de 

las preparaciones de RNA. 

4. La cantidad de RNA por trofozoíto se de.termin6 espectrofotom~

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 n~rnero de trofozoítos utilizados. 
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rata aislado tanto en mezcla con los trofozoítos (Fig. 10 ca

rriles 3 y 4) como en forma individual present6 el patr6n típi

co (Fig. 10 carriles 5 y 6), lo que sugiri6 que este RNA se ai~-

16 intacto, Sin embargo, el RNA de !.:_ histolytica aislado indi

vidualmente present6 degradación parcial. La especie de RNA más 

afectada fue la población asociada a la subunidad ribosomal ma

yor (Fig.· 10 carriles 1 y 2). Estos resultados sugieren que las 

ribonucleasas liberadas al medio durante la homogenizaci6n de 

los trofozoítos am~bianos no son capaces de hidrolizar las es

pecies de RNA de cerebro de rata o bien, que la especie de RNA 

ribosomal mayor de ~ histolytica es especialmente sensible a 

las condiciones desnaturalizantes de los métodos de extracci6n 

que involucran el uso de fenal. 

3. Aislamiento de RNA poliadenilado. 

Para obtener el RNA poliadenilado se utiliz6 el método de 

oligo-dT (Aviv y Leder 1972). Este procedimiento ha sido amplia-· 

mente utilizado para enriquecer las poblaciones RNA poli A+ , 

las cuales están integradas principalmente por moléculas de RNA 

mensajero. Para aislar las poblaciones poliadeniladas se utili

z6 RNA aislado tanto por el método que utiliz6 DEP-SDS como por 

el de isotiocianato de guanidina, ya que el uso de estos métodos 

produjo RNA con u.n .alto grado de integridad de acuerdo al aná

lisis en geles de agarosa. El RNA total se pas6 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 

eluci6n del RNA total pasado por la columna de oligo-dT. Aproxi

madamente del 90 al 95% del RNA no se unió a la columna (RNA 



Figura 10 

Electroforesis en gel de agarosa de la mezcla de RNA 

de !=.. histolytica y RNA de cerebro de rata. 

Los trofozoítos de la clona A de !=.. histolytica se mozclaron 

con RNA polisomal de cerebro de rata y se extrajeron de acu~rdo 

al método Fenol-SDS. Simultáneamente, se extrajo RNA de trofo

zoítos de la clona A y RNA de cerebro de rata por separado. Las 

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 2.5 h a 35 V y los geles se tiñeron con bromuro de ·etidio 

(5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías se tomaron bajo 

luz ultravioleta con películas Polaroid 57. 

Carriles 1 y 2: RNA de E. histolytica. 

Carriles 3 y 4: Mezcla de RNA de ~ 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 eluy6 al frente con amortiguador de alta concentra

ción salina (Fig. 11), mientras que el 5 - 10% restante formado 

principalmente por RNA poli A+ se unió a la columna y se eluy6 

de ésta con soluci6n amortiguadora de baja concentración salina 

(Fig. 11). Las fracciones de RNA poli A- y poli A+ así 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 patr6n electroforético de la fracción 

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 más abundantes de RNA. En cambio, el patr6n obte

nido con la fracción de RNA poli A+ se distinguió de los patro

nes de RNA total y de RNA poli A- por presentar escasa contami

nación con poblaciones de RNA ribosomal y aparecer como un barri

do que representó los diferentes tamaños de los mensajeros obte

nidos (Fig. 12 carriles 5 y 6). 

4. Preparación del lisado dereticulocitos de conejo. 

El lisado de reticulocitos de conejo es el más antiguo y 

probablemente el más eficiente sistema de traducción in vitre 

de RNA de células eucarióticas. Este sistema fue descrito por 

Pelham y Jackson en 1976. En este trabajo, los reticulocitos se 

obtuvieron de conejos con anemia hemolítica experimental induci

da por inyecci6n de 1,2-acetilfenilhidrazina de acuerdo al pro

cedimiento descrito por Merrick (1981) . Los conejos utilizados 

se inyectaron con acetilfenilhidrazina al 1% (10 mg/Kg) durante 

5 a 7 días consecutivos para causar reticulocitosis y, posterior

mente, se dejaron recuperar durante dos días antes de sangrarles. 



Figura 11 

Perfil densitométrico de las poblaciones de RNA 

poli A+ y poli A-
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Las muestras de RNA total se fraccionaron en una columna de 

oligo-dt-celulosa. Las poblaciones de RNA poli A- se eluyeron 

con soluci6n amortiguadora-de alta concentraci6n salina hasta 

que la absorbancia del eluido a 260 nm estuvo muy cercana a O. 

Las poblaciones de RNA poli A+ que se unieron a la columna de 

oligo-dt-celulosa se eluyeron con solución amortiguadora de baja 

concentración salina. 

Pico A: poblaciones de RNA poli A-

Pico B: poblaciones de RNA poli A+ 
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Figura 12 

Electroforesis en gel de agarosa de las poblaciones de RNA 

poli A~ y poli A+. 

Las poblaciones de RNA poli A- y RNA poli A+ separadas po1 

cromatografía de afinidad a oligo-dt-celulosa, se analizaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las muestras seco

rrieron de 2 a 2.5 h a 35 V y los geles se tifieron con bromuro 

de ctidio (5 ug/ml) durante 30 a 45 min. Las fotografías de los 

geles se tomaron bajo luz ultravioleta con pcliculils rGlar0id 57. 

Carriles 1 y 2: poblaciones de RNA poli A+ 

Carril 3 poblaciones de RNA poli A-

Carril 4 RNA total de ~ histolytica. 

Carriles 5 y 6: RNA polisomal de cerebro de rata. 
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El progreso de la anemia del conejo se siguió por obHurvaci6n al 

microscopio de preparaciones de sangre periférica teñidas con 

nuevó a~ul de metileno, el cual tiñe intensamente complejos de 

ribonucleoproteína (Fig. 13). Antes de iniciar el tratamiento 

la mayoría de los conejos presentaron O a 1.5% de reticulocito

sis (Fig. 13 A). En el tercer día del tratamiento, la reticulo

citosis alcanz6 90 a 95%, s6lo que la mayoría de las células te

ñidas fueron reticulocitos maduros (Fig. 13 B). A partir del 

cuarto día de tratamiento comenzaron a aparecer reticulocitos 

jóvenes· (Fig. 13 C) y en los días quinto al séptimo se observó 

de 90 al 100% de reticulocitos jóvenes, los cuales presentaron 

en su interior grandes cantidades de material ribonucleoproteico 

(Fig. 13 D). La sangre de los animales que presentaron este ti

po de reticulocitosis se utilizó 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 observ6 correlaci6n 

entre la cuenta de reticulocitos y la actividad traduccional del 

lisado obtenido. 

La preparación del lisado de reticulocitos es un procedi

miento relativamente simple, pero sin embargo requiere que la 

técnica sea realizada guardando todas las precauciones posibles 

para evitar la contaminación con nucleasas ex6genai y en el menor 

tiempo posible para evitar la inactivación del extracto celular. 

Por otra parte, se observó que la respuesta de los conejos al 

tratamiento con 1,2-acetilfenilhidrazina, así corno la actividad 

biológica de los lisados obtenidos vari6 mucho de animal a animal, 



Figura 13 

Inducci6n de reticulocitos por administración de 

1,2- acetilfenilhidrazina. 
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Los conejos se inyectaron durante 5 - 7 días con 1,2-acetil

fenilhidrazina por vía intramuscular. En el primer día de tra

tamiento se administr6 vitamina Bl2 y ácido f6lico. El progre

so de la anemia de los conejos se sigui6 por cuantificación dia

ria de reticulocitos de sangre obtenida de la vena marginal de 

la oreja del conejo. La sangre se tiñ6 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 lOOX. 

Cuadro A: muestra de sangre tomada arites de iniciar el tra

tamiento. 

Cuadro B: muestra de sangre tomada en el tercer día de tra

tamiento. 

Cuadro C: muestra de sangre tomada en el cuarto día de tra

tamiento. 

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

día de tratamiento. 
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por lo que se trataron varios conejos simultáneamente para au-

mentar así la posibilidad de obtener un lote de lisado de re-

ticulocitos con alta actividad de síntesis proteica. 

5. Actividad traduccional endógena de los lisados de reticulo-

citos. 

El lisado de reticulocitos de conejo contiene gran cantidad 

de RNAs mensajeros end6genos principalmente para alfa y beta-glo-

binas, los cuales pueden ser traducidos bajo condiciones adecuadas 

a velocidades muy cercanas a las que se presentan en las células 

intactas. Sin embargo, entre cada lote de lisado de reticuloci-

tos existe una considerable variaci6n de eficiencia traduccional 

para los RNA mensajeros endógenos, y por consiguiente para RNA 

mensajeros exógenos (Pe~bal, 1984). Por e~ta raz6n, antes de em

plearlos en los énsayos de traducci6n in vitro procedimos a deter

minar la actividad traduccional para RNA mensajeros endógenos de 

los 12 lotes de lisado obtenidos. Para ello, el lisado de re-

ticulocitos de conejo se complement6 con las sustancias que le · 

permiten efectuar eficientemente traducción in vitro, incluyendo 

la 35s-Metionina de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos, 

sólo que en estos experimentos se omitió el tratamiento con nu-

cleasa micrococal. Los resultados de estas determinaciones se 

muestran en la Tabla IV. Cabe ·aclarar que se adoptó como crite

rio el utilizar s6lo aquellos lisados de reticulocitos cuya ac-

tividad de síntesis proteica end6gena en 5 ~l de mezcla de tra

ducción precipitada con TCA presentara más de 1 X l0-6c.p.m. de 

35s-Metionina después de 90 min de incubación a 30 C. 

Como podemos observar en la Tabla IV, s6lo tres de los 12 



TABLA IV 

Evaluaci6n de la actividad traduccion~l RNAm endógena 

de los lisados de reticulocitos de conejo. 

Lote 

R - l 

R - 2 

R 3 

R - 41 

R - 43. 

R - 44 

R - 51 

R - 52 

R - 61 

R - 62 

R - 71 

R - 72 

cpm/5 ul de mezcla de1 

traducción 

O min 90 min 

68 782 560 576 

134 539 509 114 

191 633 l 172 685 

146 802 344 598 

142 056 456 292 

12 023 16 .;637 

12 347 37 877 

115 791 534 136 

20 532 38 448 

23 021 189 394 

120 365 l 060 276 

104 266 1 180 446 
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l. cpm de 35s-Metionina en 5 ul de mezpla de traducci6n preci

pitqdos con TCA al 10%, antes (O min) y despu~s de la incuba

ci6n (90 miri) a 30°C, 



lisados de ret.iculocito presentaron una alta eficümcia Lraduc-

cional endógenp.. Estos lisados corresponden a los lotes R-3, 
' 1 

R-71 y R-72, los cuales fueron utilizados para la traducción 

in vitro de los RNAs mensajeros amibianos. 

6. Tratamiento con nucleasa micrococal. 

La elevada actividad de RNAm de globina endógena de los li-

sados de reticulocitos de conejo fue eliminada por digestión del 

lisado con nucleasa micrococal, de acuerdo al procedimiento des-

crito por Pelham y Jackson (1976). 
1 

Para verificar la eficien;ia 

de destrucción de los RNAs mensajeros endógenos por el tratamien-

to del lisado de reticul.ocitos con nucleasa micrococal, se deter

minó la incorporación de 35s-Metionina en material TCA precipita-

ble en lisados digeridos y sin digerir después de efectuar los 

experimentos de traducción in vitro. Los resultados de estas de-

terminaciones se muestran en la Tabla V. Como puede observarse 

la digestión del lisado de reticulocitos de conejo con nucleasa 

micrococal disminuyó notablemente el nivel de síntesis proteica 

endógena, siendo ésta 30 veces menor que la original. E~to se 

debió a la hidrólisis de los RNAm de globina endógenos por acción 

de la nucleasa micrococal. Los productos de traducción obteni-

dos con lisados previamente digeridds y sin digerir con nucleasa 

micrococal se analizaron por fluorografía de los geles de po-

liacrilami.da - sos al 10%. En la figura 14 carril 1 se muestran 

las proteínas que aparecen como productos de traducción endógena 

después de la digestión con nucleasa micrococal. 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, sin 



TABLA V 

Efecto del tratamiento con nucleasa micrococal sobre la 

actividad traduccional RNAm endógena de los lisados 

de reticulocitos de conejo 
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cpm/5 ul de mezcla de traducción! 

Lote sin digerir digerido 

Disminuci6n2 

relativa 

R - 3 

R - 71 

R - 72 

1 328 967 

l 187 955 

1 120 361 

35 821 

42 023 

31 290 

37.1 

28.3 

35.8 

l. cpm de 35s-Metionina en 5 ul de mezcla de traducción, con li

sados digeridos y no digeridos con nucleasa micrococal, preci

pitados con TCA al .10%. 

2. Relación de las cpm de 35s-Metionina incorporadas en la mez

cla de traducción con lisado no digerido entre las incorpora

das en la mezcla de traducción preparada con lisado digerido 

con nucleasa micrococal. 



Figura 14 

Fluorografía de los productos de traducción de los RNArn's 

end6genos de lisados digeridos y no digeridos con 

nucleasa micrococal. 

El lisado de reticulocitos se complement6 con hemina, un 

. t d d í 35 t. . . .. d sis ema regenera or e energ a y S-Me 1on1na. Una porcion e 

este lisado se digirió con nucleasa micrococal, mientras que a 

otra se le adicionó agua en lugar de la enzima. Al lisado dige

rido se le adicionó agua o RNA total de ~ cerevisiae y al lisa

do no digerido se le adicionó agua en lugar de RNA. Estas mez-

clas de traducción se incubaron 90 min a 30ºC. Los productos 

de traducción in vitre se fraccionaron en geles de poliacrilami-

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

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

36 h a - 70ºC. 

Carril 1: lisado digerido + agua. 

Carril 2: lisado no digerido + agua. 

Carril 3: lisado digerido + RNA de S. cerevisiae. 
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embargo pueden considerarse como un fondo aceptable y en general 

puede decirse que no interfieren con el análisis de las pro-

teínas sintetizadas in vitr~ a partir de RNAs mensajeros exóge

nos. En el carril 2 de la figura 14 se muestran los péptidos 

sintetizados con el lisado sin digerir, los cuales son codifi-

cados por los RNAs mens.ajeros end6genos de los reticuloci tos. 
1 

Por otra parte, para comprobar que el tratamiento con nucleasa 
' 1 

micrococal no había deteriorado la actividad traduccional del 

lisado de reticulocito~. Se adicionó un RNAm ex6geno al siste-

ma de traducci6n in vitro. En este caso se utiliz6 RNA celular 

total de Saccharomyces cerevisiae. Los productos de traducci6n 

codificados ·p::ireste RNA se muestran en el carril 3 de la figura 

14. Como puede observarse el lisado de reticulocitos fue capaz 

de sintetizar proteínas cuyos pesos moleculares fluctuaron entre 

14 y 116 Kd. Esto fue indicativo de que el lisado de retículo-

cito de conejo era altamente eficiente para traducir los RNAs 

mensajeros exógenos de nuestro interés. 
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7. Incorporaci6n de 35s-Metionina en material TCA caliente 

·prec ipi table. 

Para estimar la eficiencia de la traducci6n in vitre diri-

gida por los RNAs aislados de las clonas A (Fag+, Adh+, Ctp+, 

Tox+, Vir+) y L-6 (Fag-, Adh-, Ctp-, Tox-, Vir-) de E. histol:;tica 

después de la incubación con la mezcla de traducci6n, se determi

n6 la incorporación de 35s-Metionina en material TCA precipita

ble. Como control se empleó un lisado al que se agreg6 agua en 

lugar de RNA, el cual se incubó bajo las mismas condiciones que 

1 1 . d ·1 d RNA L ' . 6 d 3 SS M t . . e isa o mezc a o con • a incorporaci n e - e ionina 

en material TCA precipitable en la mezcla de traducción fue de 

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

8. Traducci6n in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica. 

Para examinar las proteínas codificadas por los RNAs mensa-

jeras de las clonas A y L-6, eficiente y deficiente en fagocito-

sis respectivamente, se realizaron experimentos de traducci6n 

in vitro en un sistema ~ibre de células derivado de reticulocitos 

de conejo de acuerdo al procedimiento descrito pot Pelham y 

Jackson (1976) . En este tipo de ensayos se utiliz6 RNA amibiano 

aislado con los métodos que de DEP-SDS o isotiocianato de guani-

dina. La eficiencia de la traducci6n in vitro dirigida por los 

dos tipos de preparaciones de RNA se estim6 en base a la incorpo-

'6 d 35s M t · · t · 1 TCA · · t ble Como se raci n e - e ionina en ma eria precipi a . 

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

no mostr6 actividad biológica, mientras que el RNA preparado de 
1 

. acuerdo al método de isotiocianato de guanidina - CsCl incorporó 

ll veces más cuentas que el lisado control, el cual se incub6 
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TABLA VI 

Incorporación de 35s-Metionina en material TCA precipitable en 

lisados de reticulocitos incubados con RNA de las clonas A y 

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

cprn/5 ul de mezcla1 incorporacion2 

Muestra de traducci6n relativa 

Control (-RNAO 45 168 

Clona A 381 217 8.44 

Clona L-6 486 911 10. 78 
• 

l. cpm de 35s-Metionina en 5 ul de mezcla de traducci6n precipi

tados ~on TCA al 10%. 

2. Relaci6n de las cpm incorporadas en 5 ul de mezcla de traduc

ci6n con RNA (Clonas A o L-6) entre las cpm incorporadas en el 

mismo volumen de mez9la de traducci6n control, pero con agua 

en lugar de RNA. 
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TABLA VII 

Incorporaci6n de 35s-Metionina en material TCA precipitable 

en lisados de reticulocitos incubados con RNA aislado por 

los métodos DEP-SDS e isotiocianato de guanidina-CsCl 

Muestra cpm /5 ul de 1 incorporaci6n2 

mezcla de traducci6n relativa 
/ 

Control (-RNA) 21 138 

DEP-SDS 13 433 o.635 

Isotiocianato de 243 682 11.528 

guanidina-CsCl 

l. cpm de 35s-Metionina en 5 ul de mezcla de traducci6n precipi-

tados con TCA al 10%. 

2. Relación de las cprn incorporadas en 5 ul de mezcla de traduc

ci6n 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 raz6n, todos los experimentos de traducci6n 

in vitre siguientes se realizaron con HNl\ aislado por centrifuga-

ci6n en una gradiente de clorur6 de cesio en presencia de isotio-

cianato de guanidina. Los productos de la traducción in ·;itro 

de los RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 de ~ histolytica 

se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 

y las fluorogiafías de estos gele$ se muestran en la figura 15. 

Cono se puede observar, el lisado control (Fig. 15 carril 1), in-

cubado con agua destilada en lugar de RNA, presenta dos péptidos 

con peso molecular aparente de 47 y 102 Kd cuya significancia 

se discutió anteriormente; mientras que las fluorografías de los 

lisados incubados con los RNAs de las clonas A y 1-6 (Fig. 15 

carriles 2 y 3) muestran la presencia de una gran variedad de 

péptidos, cuyos pesos moleculares aparentes se encuentran entre 

15 y 110 Kd. Al comparar las fluorografías de ambas clonas, se 

puede notar que los patrones electroforéticos de los productos 

de traducción~~ vitre son muy semejantes entre sí. Sin embargo, 

existe una diferencia particularmente interesante. 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 traducción programada con RNA de 

la clona A con alta velocidad de fagocitosis. Este péptido po-

dría corresponder a una de las proteínas amibianas que se encuen-

tran modificadas estructuralmente en la clona L-6 y que le con-

fieren a los trofozoítos de esta clona la deficiencia en fagoci-

tesis. 
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Figura 15 

Fluorografía de los productos de traducción in vitro 

de los RNAm's de las clonas A y L-6 de E. hist0l¿tica. 

La traducción in vitre de los RNAs mensajeros de las clonas 

A y L-6 de !!- histolytica se efectuaron con lisado de reticuloci

tos previamente digerido con riucleasa micrococal. Las mezclas 

de traducción in vitro se incubaron 90 min a 30ºC y los produc

tos obtenidos se fraccionaron por electroforesis en geles de 

poliacriiamida-SDS al 10%. La mezcla de traducción control con

ten!a agua estéril en lugar de RNA. Las muestras se corrieron 

durante 5 a 6 h a 25 mA y posteriormente se trató con PPO/DMSO. 

El gel secado por calor y vacío se expuso a una placa de Rayos X 

durante 36 a 48 h a - 70ºC. 

Carril 1: lisado digerido + agua. 

Car~il 2: lisado digerido + RNA clona A. 

Carril 3: lisado digerido + RNA clona L-6. 
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9. Inmunoprecipitación de los productos de traducción in ~itro. 

Para determinar si durante la traducción in vitro se habían 

sintetizado péptidos antigénicos codificados por los RNAs de las 

clonas A y L-6 de ~ histolytica, las mezclas de traducción se 

inmunoprecipitaron con sueros policlonales y monoclonales a~ti

arniba. Estos ensayos se llevaron a cabo de acuerdo al método 

pescrito por Kessler (1975), el cual se basa en el uso de bacte

rias de ~ ~~' portadoras de grandes cantidades de proteína 

A en su pared celular, como inmunoadsorbente para remover los 

complejos inmunes formados en la reacción de inmunoprecipitación. 

Las mezclas de traducción 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 monoespecífico que reconoce una proteína amibiana de 

112 Kd. Esta proteína está aparentemente involucrada en el me

canismo de adhesión y fagocitosis de los trofozoítos de 

~ histolytica a la célula blanco (Orozco y col., 1986). Los 

controles se incubaron bajo las mismas condiciones, sólo que en 

este caso se utilizaron sueros normales de conejo. Al término 

de la incubación se adicionaron las bacterias de §...:._ aureus y los 

complejos antígeno - anticuerpo unidos a las bacterias se recu

peraron por centrifugación. Las proteínas enlazadas no especí

ficamente se eliminaron lavando la pastilla bacteriana con cam

bios bruscos de pH, concentración salina y detergente. Finalmen

te, los complejos antígeno - anticuerpo se liberaron del inmuno

adsorbente por ebullición de la pastilla bacteriana en solución 

amortiguadora de muestra para geles de poliacrilamida - sos. La 

fluorografía del gel de poliacrilamida - sos que contenía los 



92 

polipéptidos antigénicos inmunoprecipitados se muestra en la 

figura 16. Como se puede observar los sueros policlonales anti-

amiba reconocieron un gran número de productos de traducción, 

los cuales no fueron enlazados por ~ueros normales de conejo. 

En los carriles 2, 3, 6 y 7 de la figura 16 se muestra qu8 los 

sueros policlonales anti - A y anti - L-6 reconocieron esp~cí-

ficame~·e varios polipéptidos con peso molecular aparente entre 

17 - 95 Kd. Los sueros normales de conejo 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

específico preparado en contra de la proteína amibiana de 112 Kd 

precipit6 específicamente dos bandas de 89 y 95 Kd cuando se in-

cub6 con la mezcla de traducción de .la clona A, pero cuando es-

te mismo antisuero se incubó con la mezcla de traducción de la 

clona L-6 no apareció la banda de 95 Kd y en cambio se insinúa 

una banda de 78 Kd. Este resultado es muy interesante porque el 

péptido 95 Kd podría ser el precursor no glicosilado de la pro

teína de sciperficie de 112 Kd, la cual parece jugar un papel 

muy importante en el proceso de adhesión amibiana a la célula 

blanco (Rodríguez, observación personal). 

Por otra parte, para saber si alguna de las proteínas sin

tetizadas por los RNAms in vitro podría ser reconocida por anti

cuerpos monoclonales dirigidos en contra de antígenos de super

ficie amibianos, las mezclas de traducción programadas con las 

RNAs mensajeros de las clonas A y L-6 se inmunoprecipitaron con 

los anticuerpos monoclonales (Mabs) 10, 15 y 24', los cuales tie

nen la propiedad de inhibir propiedades biológicas de los trofo-

•'·"1 

, c.;'· •:{·~ _;_,~·~.¡~ 
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Figura 16 

Fluo'rog;rafía de los productos de traducción in vi tro 

de los RNAm' s de las clonas A y L-6 inmunoprecipitados 

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

Los productos de traducción in ~itro de los RNAm's de las 

clonas A y L-6 se pusjeron a interaccionar con anticuerpos poli-

clonales dirigidos contra trofozoítos de las clonas A y L-6 y 

contra la proteína de 112 Kd de la superficie amibiana. Los 

complejos antígeno-anticuerpo se recuperaron de la mezcla de 

traduc,:ción por adiciór, de ~ aureus al 10%. Los péptidos radio

activos inmunoprecipitados se fraccionaron por electroforesis en 

geles de poliacrilamióa-SDS. Los geles se trataron para fluoro

grafía con PPO/DMSO y se secaron con calor y vacío. El gel 

se expuso a una placa de Rayos X durante 48 - 72 h a - 70ºC. 

Los complejos inmunes se liberaron de las bacterias s. aureus por 

ebullición en solución 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. 



116-

68-

24-

18-

-95 

.. 89 

M ........ ., 
:;' ."i 

::o: 
,~;.¡¡ 

,. 



94 

zoítos de E. histolytica relacionadas con la virulencia. Los 

Mabs 10 y 15 inhiben la eritrofagocitosis y la actividad de 

toxina de extractos amibianos sobre células en cultivo, micn-

tras que el Mab 24' s6lo inhibe actividad de toxina (Orozco y 

col., 1986). Los productos de traducción 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 fluorografía de este gel se muestra en la figura 17. 

En este tipo de experimentos se utilizó como control suero de 

ratones no inmunizados, con los cuales inmunoprecipitaron siete 

péptidos con pesos moleculares aparentes de 18 a 110 Kd. Sin 

embargo, 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 ratón 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 · 

incorporación de; 35s-Metionina en material TCA precipitable, con 

lo cual demostraron conservar su actividad de RNA mensajero. Al 

comparar los productos de traducción codificados por los RNAs 

mensajeros de estas dos clonas se detect6 un péptido con peso 

molecular aparente de 78 Kd, el cual podría estar involucrado en 

la fagocitosis de los trofozoítos amibianos. Los sueros poli-

clonales anti - A y anti - L-6 re~onocieron específicamente una 

variedad de antígenos amibianos sintetizados in ~itro, con lo 

cual se demostró la eficiencia de la traducción in vitro. Un 
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Figura 17 

Fluorografía de los productos de traducción in vitro de 

los RNAm's de la clona A inmunoprecipitados con los 

anticuerpos monoclonales 10, 15 y 24'. 

Los productos de la traducción in vitro de los RN~s mensa

jeros de la clona A se incubaron con los anticuerpos monoclonales 

10, 15 y 24'. Los complejos antígeno-anticuerpo se removieron de 

la mezcla de traducción por adición de ~ au~ al 10%. Los 

p~ptidos radioactivos inmunoprecipitados se fraccionaron por elec

troforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Los geles se trataron 

para fluorografía con PPO/DMSO y se secaron con calor y vac1o. 

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

70°C. 

Carril 1: péptidos de la clona A + suero normal de rat6n. 

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 monoespecífico dirigido contra la proteína ami

biana de 112 Kd reconoció un péptido con peso molecular aparente 

de 95 Kd. Este péptido podría corresponder al precursor no gli

cosilado de la prote1na de 112 Kd. Finalmente, los anticuerpos 

monoclonales 10,. 15 y 24', que inhiben propiedades amibianas re

lacionadas con la virulencia (Orozco y col., 1986) reaccionaron 

específicamente con un par de péptidos con peso molecular aproxi

mado de 52 Kd. -Estos péptidos podrían jugar un papel importante 

en la adhesión y la fagocitosis de los trofozoítos de 

E. histolyti'Ca sobre la célula blanco. 
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VII, DISCUSION 

La fagocitosis parece ser una de las funciones celulares 

más importantes que participan en la agresividad de ~histolytica 

hacia la célula blanco (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1980; 

Orozco y col., 1983). Por lo tanto, el conocimiento de las ba

ses moleculares que rigen este fenómeno permitirá 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 consistió en Ll 

aislamiento y traducci6n in vitro de los mensajeros totales de 

dos clo~as con diferente grado de virulencia y fagocitosis, las 

clonas A y L-6, para posteriormente inmunoprecipitar los antíge

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. 

l. Aislamiento de RNA de Entamoeba histolytica. 

El primer paso para llevar a cabo esta estrategia fue nece

sariamente el aislamiento de RNA de ~ histolytica intacto y 

biológicamente activo. Para ello, se probaron varios métodos 

previamente publicados para la extracción de RNA de células 

eucarióticas. Durante la realización de estos experimentos se 

observó el mayor número de precauciones posibles para evitar la 

contaminación por RNasas ex6genas y por lo tanto la degradación 

del RNA, Sin embargo. se encontró que los métodos de extracción 

que involucraron la homogenización de los trofozoítos amibianos 

en LiCl - Urea o Penol/Cloroformo no fueron adecuados para la 
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extracción de RNA de los trofozoítos de ~ 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 difícil aislar RNA intacto del género 

Entamoeba mediante este tipo de métodos de extracción (Barker, 

1976; Barker y Swales, 1976; Albach y col, 1984). Dicha difi

cultad se ha atribuído fundamentalmente a la presencia de una 

potente RNasa asociada a los ribosomas de ~ histolytica 

(Prachayasittikul y Albach, 1982), así como a la presencia de 

una gran cantidad de nucleasas citoplasmáticas solubles que ca

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

Por otra parte, con objeto de definir si el uso de fenol 

era suficiente para inactivar las RNasas amibianas, se realiza

ron experimentos de coextracción de RNA amibiano y RNA de cere

bro de rata utilizando diferentes métodos que involucran el uso 

de fenol. Se observó que el RNA de cerebro de rata no perdió su 

integridad, ·a(m despu~s de ponerlo en contacto con un extracto 

celular amibiano (Fig. 10 carriles 3 y 4); mientras que el RNA 

de los trofozoítos apareció parcialmente degradado, ya que no se 

aisló la especie de RNA asociada a la subunidad ribosomal mayor 

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

gradación del.RNA de!.:.. histolytica no se debe a la incapacidad 

del fenol para inhibir la acción de las ribonucleasas endógenas 

de los trofozoítos, 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 degradación 
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del RNA r,ibosomal mayor amibiano también podría ser debida a la 

inestabilidad del RNA ribosomal mayor de ~ histolytica a la 

acción desnaturalizante del fenol, lo cual originaría que esta 

especie se disociara en RNAs de menor coeficiente de sedimenta

ción. Esta segunda posibilidad parece ser la más acertada, ya 

que Albach y col. (1984) observaron que el RNA ribosomal mayor 

25S es sumamente sensible a la temperatura y se disocia comple

tamente en dos polinucleótidos de 16 y 17S cuando se incuba a 

56ºC por tiempos cortos. 

Por otra parte, varios autores han encontrado que en la ma

yoría de los protozoarios y en algunos otros'eucariontes inferio

res, el RNA ribosomal asociado a la subunidad mayor se disocia 

bajo condiciones desnaturalizantes en dos fragmentos de aproxi

madamente el mismo tamaño, semejantes en tamaño al RNA riboso

mal asociado a la subunidad menor (Davis y Mullersrnan 1981, 

Ishikawa 1973, Payne y Loening 1970, Shine y Dalgarno 1973). 

Este tipo de fenómeno no se ha observado en diferentes c~lulas 

animales y vegetales estudiadas, en las cuales el RNA ribosomal 

mayor (28S) ·consiste en un complejo formado por una molécula de 

RNA que sedimenta ligeramente por abajo de 28S y otra de bajo 

peso molecular (Pene y col., 1968; King y Gould, 1970; Prestayko 

y col., 1970). Sy y McCarty (1970) sugieren que las diferencias 

en composición y estabilidad de la molécula de RNA asociada a la 

subunidad mayor podría representar a su vez una diferencia evo

lutiva entre procariontes y eucariontes. 

Bajo nuestras condiciones experimentales, sólo con los m~to

dos de extracci6n basad~s en el uso de DEP e isotiocianato de gua-
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nidina se aisl6 RNA amibiano intacto (Figs. 6 y 7), el cual en 

condiciorte~ no desnaturalizantes present6 4 bandas de coeficien

tes de sedimentaci6n mayor a 28S, aproximadamente 25S, mayor a 

18S y otra de aproximadamente 16S. Eri condíciones 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, 

aún cuando estas dos preparaciones de RNA mostraron en común un 

alto grado de integridad, también presentaron grandes diferen

cias en sus propiedades físicas y biol6gicas. Con el método 

OEP - SOS descrito por Albaqh y col. (1984) para el aislamientu 

del RNA de h histolytica se 'obtuvo RNA amibiano intacto, sin 

embargo mostró un elevado índice de contaminaci6n con proteínas 

(260/280 nm menor a 2) (Tabla II) y SOS, así como ausencia total 

de actividad bioll5gica en síntesis proteica en un sistema de 

traducción~ vitro (Tabla VI). Es probable que la carencia de 

actividad RNArn en las preparaciones de RNA aisladas de acuerdo 

al m~todo DEP - SOS se deba en gran parte al uso de DEP, ya que 

este compuesto además de inhibir efectivamente la actividad ri

bonucleasa (Ehrenberg y Solyrnosy, 1976) , ·a taca ácidos nucleicos 

de cadena sencilla y bases de adenina (Ehrenberg y Solyrnosy, 

1976; Jost y col., 1978; Mendelshon y Young, 1978; Rhoads y col., 

1973). 

Por otra parte, con las modificaciones propuestas por el 

Dr. Federico Sánchez (comunicación personal) al método isotiocia

nato de guanidina - CsCl (Urlich y col., 1974; Glisin y col., 

1977) previamente descrito para el aislamiento de RNA eucari6ti

co a partir de tejidos ricos en nucleasas, se obtuvieron prepa-



101 

raciones de RNA amibiano de excelenté calidad. El índice de ab-

sorbancias 260/280 nm para estas muestras fue superior a 2 en 

todos los casos, lo cual indic6 un bajo nivel de proteína en el 

RNA total. Este índice de absorbancias no se observó con ningu

no de los otros métodos ensayados, incluyendo el método DEP - SDS 

(Tabla II). Además, a diferencia con el RNA aislado de acuerdo 

al método DEP - SDS¡ el RNA aislado en presencia de isotiociana-

to de guanidina conservó su actividad RNA mensajero, según demos-
1 

traron los ensayos de traducción in vitro, en los cuales la adi-

ci6n de este RNA al sistema resultó en la estimulación de la in

corporaci6n de 35s-Metionina en material TCA precipitable. 

Sin duda el éxito para aislar RNA amibiano puro, intacto y 

biol6gicarnente activo con el método isotiocianato de guanidina ~ 

CsCl depende de los siguientes tres pasos críticos: 

1) El uso de isotiocianato de guanidina durante la homogeniza-

ci6n celular, el cual tiene la propiedad de desnaturalizar 

rápidamente ribonucleasas y de disociar completamente com

plejos ·de ribonucleoproteína, permitiendo así la extracci6n 

de RNA no degradado de la mezcla. 

2) La sedimentaci6n del RNA a través de un gradiente de CsCl 

para separarlo del DNA y de las proteínas contaminantes y 

3) El lavado de extracto crudo de RNA con LiCl y EDTA para so-

lubilizar residuos de DNA y proteínas asociadas, glucógeno 

y otros carbohidratos que pudieran interferir con la activi-

dad traduccional del RNA. 

Por otra parte, la eficiencia de recuperación de RNA total 
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por trofozoíto con el método. de isotiocianato de guanidina - CsCl 

fue superior a aquella observada con el método DEP - SDS (Tabla 

II). Aunque cabe hacer notar que con ambos métodos aislamos de 

2 - 4 veces más cantidad de RNA del esperado para una célula eu

cari6tica típica, 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 se aislaron por cromatografía de afinidad a olirJ

dT celulosa, de acuerdo al método descrfto por Aviv y Leder (1971). 

El RNA poli A+ se aisl6 a partir de preparaciones de RNA total 

obtenidas cbn los métodos DEP - SDS e isotiocianato de guanidina-

CSCl. En ambos casos, el RNA poli A+ constituy6 entre 5 a 10% 

del RNA aplicado a la columna. Este porcentaje representa un 

exceso de cuando menos el 100% en la cantidad de RNA poliadeni-

lado esperado para una célula eucari6tica típica, la cual contie-

ne aproximadamente 1 a 5% de RNA poli A+ (Lehninger, 1981). Es

te excedente podría ser debido a que la fracci6n de RNA poliade-

nilado contiene especies de RNA ribosomal como contaminantes, 

las cuales se encuentran en mayor proporci6n en la célula (80 a 

85%), y por ello difícilmente pueden ser separadas por completo 

de los RNAs poli A+. 

Las preparaciones ~e RNA poliadenilado, ricas en poblacio

nes RNAm, se utilizaron para dirigir la síntesis de proteínas 

en un sistema de tra&ucci6n in vitre derivado de reticulocitos 

de conejo. La eficiencia de la traducci6n in vitre medida en 

base a la cantidad de 35s-Metionina incorporada en material TCA 
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precipitable, mostr6 ser l a 1~5 veces más alta que cuando se 

utilizaron preparaciones de RNA total. 

3. Preparaci6n del lisado de reticulocitos de conejo. 

El lisado de reticulocitos de conejo es sin duda el siste-

ma de síntesis proteica libre de c€lulas más comúnmente utiliza-

do para la caracterizaci6n de RNAs mensajeros heter6logos. Este 

lisado puede ser obtenido de diferentes casas comerciales del ex-

tranjero, pero es sumamente·caro y además se corre el riesgo de 

que se inactive durante el transporte. Por esta razón, decidi-

mos prepararlo en el laboratorio. El protocolo que se sigui6 

para su preparaci6n fue el descrito por Pelham y Jackson (1976). 

Los reticulocitos se obtuvieron de conejos jóvenes con anemia 

experimental inducida por inyecci6n del agente hemolítico 1,2-

acetilfenilhidrazina. Al tercer día de tratamiento con este fár-

maco, los conejos presentaron 90 a 95% de reticulocitosis, sólo 
' ' 

que la mayor parte de estas células eran reticulocitos maduros. 

El uso de este tipo de células para la preparaci6n del lisado de 

reticulocitos no es conveniente, ya que la actividad de síntesis 

proteica erld6gena está bastante disminuida en comparaci6n con 

los reticulocitos j6venes. Estas células se comenzaron a obser-

var a partir del cuarto día de tratamiento. En el quinto a sép-

timo día se encontró 90 a 100% de reticulocitos j6venes en los 

frotis de sangre periférica. Estas células 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 tiñen con colorantes básicos tales como el nuevo 

azul de metileno (Fig. 13 D). El único inconveniente que presen-
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ta el uso de reticulocitos j6venes para preparar el lisado uti-

lizado en los experimentos de traducción in vitre, es que el 

lisado obtenido está saturado con RNAm de globina end6genos y 

por tanto, los RNAs exógenos son traducidos sólo en la extensión 

en la que ellos compiten con los endógenos. Por esta razón, es 

indispensable digerir este extracto celular con nucleasa micro-

cocal. 

Los conejos utiliza~os para la preparación del lisado de 

reticulocitos mostraron amplias diferencias en su respuesta al 

tratamiento con acetilfenilhidrazina. En general, se observó 

que los conejos jóvenes respondieron más rápidamente a la induc-

ci6n de la reticulocitosis que los conejos maduros. Es probable 

que esto se deba a que los conejos jóvenes presentan mayor dife-

renciaci6n celular en médula ósea que los conejos maduros, en 

los cuales la médula ósea roja ha sido reemplazada en gran parte 

por médula ósea amarilla (inactiva en diferenciación celular) • 

Por otra parte, se observó que los conejos jóvenes, a los cuales 

se les administró ácido fálico y Vitamina Bl2 en el primer d!a 

de tratamiento, necesitaron de 7 a 9 dosis de acetilfenilhidra-

zina para presentar 9a - 100% de reticulocitos jóvenes. Sin em

bargo, dos de los tres lisados que mostraron los más altos índi-
. . 

ces de actividad traduccional endógena (Tabla IV) se obtuvieron 

de conejos a los cuales se 1es administró esta mezcla de vitami-

nas. 

4. Actividad traduccional endógena del lisado de reticulocitos. 

Como .se mencionó anteriormente, la actividad traduccional 

de los RNAs mensajeros endógenos varió considerablemente entre 

cada lote de lisado de reticulocitos. Con el fin de estandari-
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zar condiciones y garantizar l~ traducci6n eficiente de los 

RNAs ex6genos amibianos, se adopt6 como criterio el utilizar s6-

lo aquellos lisados que mostraran amplia capacidad para traducir 

sus propios mensajeros. Para ello, se determin6 la incorpora

ci6n de 35s-Metionina en lisados de reticulocitos sin digerir 

con nucleasa micrococal. De los 12 lisados probados sólo 3 de 

ellos mostraron una elevada actividad traduccional, éstos fue-

ron los lotes R-3, R-71 y R-72 (Tabla IV). Existen varias cau-

sas por las cuales el lisado de reticulocitos puede ser incapa7 
1 

de efectuar síntesis de proteínas in vitro. Entre ellas desta-

can: 

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

te compuesto inhibe la síntesis de proteínas. 

2) La acumulación del factor HRl (inhibidor de la traducci6n), 

la cual puede ser evitada por la adici6n de hemina inmedia-

tamente después de descongelar el lisado. 

3) La ·inactivaci6n de factores de iniciación por manipulaci6n 

inadecuada del lisado de reticulocitos. 

4) Contaminación del lisado con nucleasas ex6genas durante su 

preparación, o por 

5) Liberación de nucleasas leucocitarias durante la lisis de 

paquetes de reticulocitos con glóbulos blancos contaminantes, 

las cuales degradan los mensajeros endógenos de globina. 

5. Tratamiento con nucleasa micrococal. 

El siguiente paso en la preparaci6n del sistema de traduc-
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ci6n in vitro RNA-dependiente derivado de reticulocitos de cone-

jo, consistió en digerir el lisado de reticulocitos con nucleasa 

micrococal para eliminar así los RNAms de globina. La incorpora

ci6n de 35s-Metionina en ~aterial TCA precipitable obtenida en 

los lisados de reticulocitos digeridos fue 30 veces menor que la 

observada en los lisados sin digerir (Tabla V) • Esto nos indicó 

que el tratamiento con la enzima había sido muy eficiente. Sín 

embargo, también era importante determinar cuántos y cuáles eran 
. . 

los péptidos que aparecían antes y después de digerir el lisado 

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

duetos de traducción in vitro de lisados digeridos y sin digerir, 

en geles de poliacrilamida-SDS. El análisis por fluorografía de 

los productos de traducción in vitre del lisado de reticulocitos 

digerido con nucleasa micrococal, mostró la síntesis de tres 

péptidos con pesos moleculares aparentes de 17, 47 y 102 Kd (Fig. 

14 carril l); 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 

confirmó la eficiencia del tratamiento con- nucleasa para la eli-

minación de los RNAms endógenos. Los péptidos de 17, 47 y 102 

Kd, que aparecen como productos de traducción 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 traducción de RNAm's endó

genos, ya que se siguen observando aún en presencia de inhibido

res de la traducción. Estos autores sugieren que estos péptidos 

se marcan específicamente 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 mensajeros que codifican para los p€ptidos 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 endógenos. 

Con el fin de verificar que el tratamiento con la nucleasa 

m.icrococal no había deteriorado la actividad traduccional del 

lisado de reticulpcitos, se hizo un experimento de traducci6n 

in vitro en el que se utiliz6 como control positivo RNA total 

de Saccharomyces cerevisiae. La fluorografía de los productos 

de traducción obtenidos en este ensayo (Fig. 14 carril 3) mues-

tra la síntesis de una gran variedad de péptidos, cuyos pesos 

moleculares aparentes fluctúan entre 14 y 116 Kd. Este resulta-

do nos sugirió que las condiciones utilizadas para el tratamien-

to del lisado y para la subsecuente inactivación de la nucleasa 

micrococal fueron adecuadas, ya que de lo contrario no se hubie-

ra observado la síntesis de péptidos de alto peso molecular. 

~. Traducción in vitro de RNAm de Entamoeba histolytica. 

Hasta este momento, ya se contaba con un sistema de síntesis 

proteica libre de células - RNA dependiente. A continuación se 

procedió a probar la actividad biológica de las preparaciones de 

RNA obtenidas con los métodos basados en el uso de DEP e isotio-

cianato de guanidina. Como se mencionó anteriormente, el RNA 

aislado con el método DEP - SDS no presentó actividad de RNA roen-

sajero; mientras que el RNA aislado por centrifugaci6n en gra

diente de CsCl en presencia de isotiocianato de guanidina estimu-

ló d 8 11 · 'ó d 35 M t. ' t e a · veces más la 1ncorporac1 n e S- e 1on1na en ma e-

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 raz6n, 

elegimos el método de isotiocianato de guanidina-CSCl para ais-

lar y purificar el RNA amibiano. 

Los ensayos de traducci6n. in vitro de los RNAm's de las 

clonas A y L-6 de ~ 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 aminoácido radioactivo, 

35s-Metionina para seguir las proteínas sintetizadas de ~· 

El análisis por fluorografia del gel de poliacrilamida-SDS que 

contenían las proteinas radioactivas codificadas por los RNAm's 
1 

adicionados mostr6 la síntesis de numerosos péptidos con un ran-

go muy amplio de pesos moleculares, entre 15 y 110 Kd (Fig. 15). 

Al comparar el patr6n electroforético de los productos de tra-

ducción in vitro de los RNAm's de las clonas A y L-6 de 

~ histolytica, se observó una diferencia muy interesante. En 

el carril 2 de la Fig. 15, correspondiente a los productos de 

traducción de los mensajeros de la clona L-6, se observó un 

péptido de 78 Kd de peso molecular, el cual no se encontró en

tre los productos de traducci6n de los mensajeros de la clona A. 

Por otro lado, este p~ptido de 78 Kd fue inmunoprecipitado de la 

mezcla de traducción de la clorta L-6 por el suero policlonal mo-

noespecífico anti-112, el cual reconoce una proteína de la su

perficie amibiana de 112 Kd que parece estar involucrada en los 

procesos de adhesión y fagocitosis (Orozco y col., 1986). Este 

resultado sugiere que el péptido de 78 Kd podría corresponder a 

un precursor de la glicoproteína de 112 Kd sintetizada in ~' 
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ya que comparte con ella cuando menos un determinante antigéni-

co. P t ! 1 d . t d . 125 h or o ro a o, experimen os e marcaJe con -I an mostra-

do que los trofozoítos de la clona A presentan en su superficie 

celular la proteína de 112 Kd, por lo cual es 16gico suponer que 

debe existir un precursor para esta proteína entre los productos 

de traducción.de los mensajeros de esta clona. Sin embargo, como 

se mencionó anteriormente, el péptido de 78 Kd no fue inmunopre-

cipitado de la mezcla de traducción de la clona A; pero en caro-

bio el suero anti-112 reconoció específicamente un péptido de 

95 Kd, el cual no fue inmunoprecipitado de los productos de tra

ducci6n de los mensajeros de la clona L-6. Estos resultádos su-

gieren que ambos péptidos de 78 y 95 Kd son precursores no gli-

cosilados de la proteína de 112 Kd. La diferencia en el corri-

miento electroforético de ambos péptidos, podría ser debido a 

que son productos de traducción in vitro con diferente grado de 

terminación o bien, debido a la presencia de alteraciones en la 

estructura primaria de alguno de los péptidos, lo cual podría 

modificar a su vez la carga eléctrica neta de la molécula y pro-

bablemente también su actividad biol6gica. 

Ya que el.péptido de 78 Kd fue reconocido específicamente 

como producto de traducción de los mensajeros de la clona L-6 

deficiente en fagocitosis y virulencia, pero no fue identifica-

do como producto de traducción de los RNAm's de la clona A (al-

tamente fagocítica y virulenta) , suponemos que este péptido' po

dría estar relacionado con la deficiencia en fagocitosis de los 

trofozoítos·de la clona L-6. Si esto fuera cierto, este péptido 

de 78 Kd también podría estar involucrado en la deficiencia en 
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otras propiedades biológicas de los trofozoítos de esta clona, 

ya que se ~a reportado que el grado de fagocitosis correlaciona 

con propiedades tales como la virulencia y efecto citopático a

mibiano sobre células en cultivo. 

Por otra parte, cuando se inmunoprecipitaron los productos 

de traducci6n in vitro de los RNAm's de la clona A con los anti

cuerpos monoclonales 10, 15 y 24 1 , se observ6 que los tres mono

clonales reconocieron dos péptidos de aproximadamente 52 Kd. 

Como se había mencionado anteriormente, los anticuerpos monocl,.,

nales 10 y 15 inhiben la fagocitosis y el efecto citot6~ico, mien

tras que el anticuerpo monoclonal 24' sólo inhibe efecto citot6xi

co. Este resultado sugiere que los péptidos de aproximadamente 

52 Kd podrían ser precursores de proteínas que participan en los 

fen6menos de fagocitosis y efecto citotóxico. Hasta el momento, 

no se conoce qué tipo de relaci6n existe entre estos dos procesos. 

Rodríguez (1985) aisló 10 mutantes de E. histol:ztica deficientes 

en fagocitosis y encontró que tres de ellas también fueron defi-

cientes en efecto citot6xico. La fagocitosis es un fenómeno muy 

complejo en el cual participan un gran número de proteínas estruc

turales y funcionales.· Por tanto, es probable que algunas de las 

proteínas que participan en los eventos de la fagocitosis, por e

jemplo en la digestión, también jueguen un papel importante en 

el efecto citot6xico. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Entre las conclusiones obtenidas durante la realización de 

esta tesis se pueden anotar como las más i~portantes las siguien

tes: 

Conclusiones generales. 

l. Por los resultados obtenidos en los experimentos de sínte

sis de proteínas in vitro utilizando las clonas A (Fag+) y 

L-6 (Fag-), se sugiere que el péptido de 78 Kd que aparecP 

enriquecido en la clona L-6 esté relacionado con la defi

ciencia en fagocitosis, así como en otras propiedades bio-

16g~cas que se relacionan con la fagocitosis, tales como: 

adhesión, virulencia y efecto citopático. 

2. Se sugiere que los dos péptidos de aproximadamente 52 Kd re

conocidos específicamente por los anticuerpos monoclonales 

10, 15 y 24', inhibidores de la fagocitosis y de la activi

dad de toxina amibiana, podrían corresponder a pr6teínas 

involucradas en la fagoóitosis, efecto citopático o cito

t6xico de E. histolytica. 

conclusiones particulares. 

l. Se montaron las condiciones adecuadas para el aislamiento de 

RNA puro e intacto de trofozoítos de ~ histolytica. 

2. Se aislaron poblaciones de RNA poli A+ a partir de RNA total•' 

Estas poblaciones de RNA demostraron su capacidad para diri

gir la síntesis in vitre de péptidos amibianos~ 
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3. Se prepar6 un sistema de traducción in vitro libre de célu

las a partir de un extracto celular de reticulocitos de co

nejo. 

4. Se corroboró la eficiencia de la nucleasa micrococal para 

destruir los RNAs mensajeros endógenos del lisado de re

ticuloci tos, sin deteriorar su actividad traduccional. 

5. Los ensayos de traducción in vitro confirmaron la presencia 

de actividad RNA mensajero en las preparaciones de RNA to

tal y RNA poli A+ de ~ histolytica. 

6. Se encontraron condiciones adecuadas para la inmunoprecipi

taci6n de los productos de traducción de los mensajeros de 

las clonas A y L-6 por anticuerpos policlonales. 

7. Los resultados obtenidos en los ensayos de inmunoprecipita

ci6n de productos de traducción con sueros policlonales anti

amiba demosiraron la síntesis de varios antígenos amibianos 

con pesos moleculares de 14 a 110 Kd. 
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