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RESUMEN

Estudios "in vitro" empleando células de ovarino de
hamster han establecido los siguientes eventos secuenciales
durante el proceso de patogenicidad de Entamoeba
histolytica: adhesidn a la célula blanco, secrecidn
extracelular de enzimas y por Gltimo la fagocitosis. Asfi
mismo actualmente se ha detectado una actividad de
colagenasa localizada en los granulos de secrecidn del
parasito, cuando éste es activado con colagena tipo 1 . Por
lo tanLo. la aparicidén de estos grAnulos podria estar
involucrado en el proceso invasor de este parasito hacia los
tejidos del hospedero. Consecuentemente, resulta de interés
estudiar la secuenclia de las diferentes etapas de activacién

durante el proceso de secrecidn en este protozoario.

Se emplearon ensayos inmuncenzimaticos (ELISA) con
el sistema de proteina A-biotinilada y estreptoavidina-
peroxidasa. Asi mismo, se prepararon anticuerpos
policlonales de borrego anti-granulos y se probaron en
antigeno amibiano normal y activado por 3,6 ¥y 15 h con
colagena tipo |. Observandose que el reconocimiento de los
anticuerpos va disminuyendo conforme aumenta el tiempo de
incubacidn con la colagena. Por inmunoflucrescencia
indirecta empleando el sistema de proteina A-biotinilada ¥y
avidina-fluoresceinada se observéd que en trofozoitos no

actlvados la fluarescencia se distribuye en !a membrana



plasmatica, citoplasma y en el nucleo. Después de activar a
las células por 3 h, la fluorescencia se localizd muy
tenuemente en la membrana plasmatica y en forma granular en
el citoplasma. A las 6 h se aprecid la fluorescencia
ampliamente distribuida en el citoplasma en granulos muy
pequefios. Finalmente, a las 15 h se detectaron los
componentes de los grdnulos perfectamente localizados en la
membrana plasmatica y de manera muy difusa en el citoplasma.
También se observd una disminucién de las células marcadas
por fluorescencia en este ensayo. En paralelo se observé un
reconocimiento de la cromatina condensada en células
marcadas uUnicamente con avidina-fluoresceinada, observandose

una distribucidén heterogénea en los nicleos de los

trofozoitos normales. En las células activadas por 3 h se
observé en un gran porcentaje de los trofozoitos la
fluorescencia en todo el ntucleo de manera homogénea. Después
de 8 h, la fluorescencia se polarizé en la perifieria de la
membrana nuclear, finalmente, a las 15 h 1la cromatina
condensada se encontrd en forma granular inmersa en todo el
nucleoplasma. Resultados de inmunotransferencia de antigenos
normales incubados con el anti-granulos han revelado el
reconocimiento de bandas de proteinas que oscilan entre 100
y 143 kDa mientras que en los antigenos activados a las 6 y
15 h se observd la aparicidn de bandas marcadamente

enriquecidas cuyos pesos moleculares principalmente se

encuentran entre 100 y 105 kDa.



zstos resultados nos sugieren gue los granulos son
secretados al medio extracelular, que este evento es
regulado por un estimulo, asi mismo, que existe
probablemente un proceso de sintesis y/o de maduracién de
las proteinas de secrecidn que aparecen de acuerdo al tiempo
de activacidén, por Ultimo se sugiere un proceso de
sincronizacidn en la organizacidén de la cromatina condensada
durante la activacidn con colagena tipo | para la secrecidn

de los granulos en este parasito.



11) INTRODUCCION

El proceso evolutivo abarca una serie de cambios
continuos en la diversidad y adaptacidn de las poblaciones
de organismos, lo que confiere mayor éxito a una determinada
poblacidn sujeta a la Seleccidn Natural. De las
asociaciones interespecificas, e! parasitismo en su
coevolucidn propicia adaptaciones que son unilateralmente
producidas por el parasito, ya que éste se enfrenta a
barreras mecanicas o fisicoquimicas presentes en el
microhabitat formado por el hospedero (Price, 1980),
causandole un impacto negativo . Por tanto se ha
establecido esta relacion como la capacidad del parasito
para vivir en el hospedero, explotando parte o todos los
nutrimentos de éste causandols dafio (Price, 1980).

De las tendencias evolutivas que surgen en el
parasitismo estd la especificidad por el hospedero,
encontrandose parasitos que han mantenido un amplio espectro
hacia el tipo de hospedero y otros, de tan minimo espectro,
que se limitan a uno solo (Halvdrsen, 1976). Esta
especificidad se establece por adaptaciones estrechamente
ligadas al medio bioquimico y fisiolégico del hospedero,
asegurando la sobrevivencia del pardsito ya sea por el
desarrollo de un grado de virulencia; como factor de
especializacidén, o un ciclo reproductivo complejo (Price,
197, De acuerdo a la complejidad del ciclo de vida del

parasito se determina =1 nimerc de hospederos que puede



infectar, encontrando que existen parasitos gque pusden
alojarse en mas de un hospedero, segun el estado infectivo
del ciclo de vida del parasito.

La parasitologia en los Gltimos afios ha tomado
gran importancia debido a la existencia de una gran cantidad
de estos organismos y a los estragos que provocan en &l
hombre o en los animales. Los sstudios al respecto abarcan
aspectos celulares, moleculares, bioquimicos y genéticos.

Dentro de estos parasitos se encusntra el
protozoario Entamoeba histolytica que es responsable de la
amibiasis y tiene como uUnico reservorio y fuente de
infeccidn al hombre. Sin embargo, se ha reportado que
primates en cautiverio presentan sintomas clinicos de la
enfermedad (Loomis y cols., 1983). Esta enfermedad es
ampliamente distribuida en todo &l mundo, siendo méas
frecuente en los trdpicos por existir en forma endémica.

Su distribucidn se encuentra principalmente localizada en
zonas pobres y en unidades carentes de servicios médicos;
como son institucionss mentales de salud y orfanatos. La
amibiasis &8s un problema social y de salud en ciertas areas
de Africa, Asia y América Latina. (Martinez-Palomo y
Martinez-Basz, 1881).

La amibiasis se ha asociado aproximadamente a unos
500 millones de infecciones anuales en la poblacidn mundial
(Walsh, 1879).

En los ultimos afios la situacidn se muestra mas

agravante en las poblaciones rurales y en areas urbanas



formadas por emigrantes, ya que esta gente se encuentra en
constante interaccién con focos de contaminacidn, lo cual
facilita la dispersién de este parasito entre sus habitantes

(Martinez-Palomo y Martinez-Baez, 1983).

a) PATOLOGIA DE LA AMIBIASIS HUMANA

E. histolytica es el agente causal de la amibiasis
y se sabe que ésta vive como comensal en el intestino,lo
cua &e conoce como " amibiasis de lumen "™, sin embargo esta
amiba puede invadir la mucosa intestinal produciendo
disenterfia o amebomas y lesiones extraintestinales,
conocidas como "amibiasis invasora ". Se ha estimado que
aproximadamente un 10% de la poblacién mundial alberga a
este parasito (Rough, 1969). Sin embargo, la inherente
subjetividad de los examenes de muestras fecales limitan en
gran parte este valor. Reportes clinicos realizados en
hospitales generales, han concluido que la amibiasis
invasora afecta a todo el suroeste de Asia, el sur y
suroeste de Africa y la parte oeste y sur de América
(Eldson-Dew, 1971). En México se detectd esta enfermedad
desde el 1.6% al 2.1% de todos los pacientes admitidos en
hospitales Generales (Alvarez-Alva y Saldivar, 1971). Asi
mismo se ha establecido que esta enfermedad ocupa los
primeros lugares por causa de muerte (Peréz-Tamayo y Brandt,
1971). En nuestro palis, una serie de estudios seroldgicos
revelaron que esta enfermedad es de caracter endémico

(Gutierrez ¥ cols., 1876).



Los sintomas de la amiblasis pueden aparecer una o
dos semanas después de la infeccidn. La intensidad ¥
naturaleza de las manifestaciones 'son variables ya que
frecuentemente la diarrea no es severa y los sintomas
generales son relativamente insignificantes. El desarrollo
de la infeccidn es gradual, presenténdose dolorss
abdominales, cdlicos, fiebre y las heces contienen sangre y
moco, denominandose a este cuadro clinico como disenteria
(Juniper, 1978).

La infeccién amibiana en el intestino humano
comprende desde la colonizacién luminal hasta la invasién de
la mucosa. No obstante la mucosa colonica puede ser
aparentemente normal presentando cambios no especificos; en
este caso al hospedero clinicamente se le denomina como
"portador asintomAtico de quistes™ (Handa, 1979). Cuando
se presentan complicaciones en la mucosa intestinal se
provoca la formacién de ulceraciones. En la etapa critica
de esta enfermedad las Ulceras se hacen confluentes,
desarrol landose con mayor frecuencia en el ciego y colon
ascendente (Adams y Mac Lead, 1877). En el colon
transverso es relativamente menor ya que solamente se
detectan estas ulceraciones en un 10% de los casos. No
obstante en un 70% de pacientes con colitis amibiana se han
encontrado ulceraciones en areas segmentales del colon,
aungue en un 35% se han reportado en 2! colon entero
(Castro, 1974). La progresién de las ulceraciones provoca

perforaciones intestinales, lo cual principalmente ocurre en



el cisgo (Jimenez, 1981), aunque éstas pueden originarse en
cualquier area del colon; posteriormente pusde sobrevenir la
peritonitis, asi{ como la formacidn de una comunicacidn
fistular con la piel, pudiendo también aparecer espacios
retroperitoneales, on cavidades viscerales o en el tdrax.
En un estado critico de la enfermedad puede ocurrir la
necrosis de todo el megacolon, denominiandose clinicamente
como " megacolon téxico " (Luvano y cols., 1982), Por
tanto, las ulceraciones de la mucosa colonica son
distintivas de la infeccidn amibiana invasora, detectandose
a través de la colitis aguda y por medio de la disenteria
(Harder y Rosal, 1875),

La infeccién intestinal puede complicarse con la
diseminacién de los trofozoitos amibianos al higado. Los
mecanismos de diseminacién que utiliza la amiba péra

alojarse en el higado son por la ruta hematdgena o por

extensidén directa. La afluencia de la amiba a este érgano
es generalmente por la ruta hematdgena, es decir por el
sistema vena porta a través de las venulas y radicales
portales (Brandt y Pérez-Tamayo, 1970; Tsutsumi y cols.,
1984). En el humano el lébulo derecho del higado es mas

grande que el izquierdo, y se ha reportado que éste presenta

mayor incidencia de abscesos con respecto al ldébulo
izquierdo. BasAndose en la anatomia del flujo sanguineo
‘portal, se ha explicado que la vena mesentérica inferior

drena el colon, favoreciendo automaticamente la perfusidn

del ldbula derecho (Brandt y Pérez-Tamayo, 1870). La

(]



diseminacidn por extensidn directa ocurre por perforaciones
intestinales o de la piel perianal. En casos muy agudos
se pueden presentar ahscesos miltiples en el higado
(Katzenstein, 1882). Los estudios realizados sn México por
Brandt y Pérez-Tamayo, reportan que los abscesos multiples
ocupan un B85% (Brandt y Pérez-Tamayo, 1870; Pérez-Tamayo ¥y
Brandt, 1971). El absceso hepatico esta compussto por una
pared capsular, localizando exclusivamente amibas en la
periferia de la capsula.

Al parecer los trofozoitos lisan neutréfilos y la
liberacién del contenido granulocitico de las células
lisadas (Tsutsumi ¥ cols., 18B4; Salata v Ravdin 1985b)
propician la lisis de hepatocitos distantes de la amiba.

Modelos experimentales de induccién de abscesos
hepaticos, han demostrado que a medida que los trsfozoitos_y
neutréfilos son lisados, la amiba permanece inmersa en
debris de material basofilico. La progresién del absceso,
provoca la formacién de una capsula organizada con fibras
reticulares de colagena y fibroblastos rodeados por
macréfagos y células epiteliales (Tsutsumi y cols., 1984).

Se ha observado que en un 10% de pacientes con
complicaciones de absceso hepatico se puede provocar una
diseminacién de los trofozoitos hacia la cavidad toraxica
o abdominal {(Adams y Mclead, 1877b), asi mismo la
presentacién de peritonitis ocurre en un 31% de los

pacientes con éstas complicaciones (Aikat y cols., 1879}

rausando la muerte a un 45% de ellos. La extensitén directa



del trofozoito desde el absceso hepatico hacia el parénquima
pulmonar, puede provocar abscesos pulmonares o fistulas
hepatobronquiales (Adams y HacLaodT.1977).

La ruptura del absceso hacia ®l pericardio es ra-

ra, sin embargo se reporta en un 3% de los casos analizados
(Aikat y cols., 1979). La amibiasis pericardial se asocia
particularmente con abscesos del 1&bulo izquierdo del higado
y causa un 40% de mortalidad (Kapoor y Shah, 1972).

Las complicaciones toraxicas son raras, presentando
una incidencia de 0.1% en casos clinicos de amibiasis,
siendo causantes de un segundo lugar de mortandad. La
invasidén de la pleura al pulmén o pericardio ocurren en un
30% de pacientes con complicaciones toraxicas (Adeyemo v
Aderounmu, 1981). Los abscesos pulmonares se presentan er
un 14% de casos tdraxicos y pueden perforar hacia el
brongquio.

Durante el proceso invasor del parasito E.
histolytica, ©l cerebro es uno de los 6rganos menos afectado
(Brandt y Pérez-Tamayo, 1870). No obstante, se registra
que aproximadamente un 8% de pacientes con amibiasis
invasora presentaron dafios severos en este érgano.

(Lombardo, 1964). Las lesiones que se presentan en el
cerebro son de tipo multiple en un 75% de los pacientes
(Bener jee y cols., 1883), involucrando al hemisferio
izquierdn con mayor frecuencia en comparacidn con el
derecho, siguiendo en orden descendente el ldbulo occipital

y &l meningeo (Lombardo, 1964). Las lesiones pueden tener



dimensiones desde 2mm hasta 5cm, desarrollando abscesos con

necrosis central.

b) BIOLOGIA DEL PARASITO

No existen factores que muestren ser decisivos en
el establecimiento de lesiones en intestino o en higado por
parte del parasito. Sin embargo se ha considerado una
variedad de elementos que involucran directamente al
hospedero, como son: la localizacién geografica, la raza, el
sexo, la edad, el estado nutricional e inmunolégico, la
d!eta} el clima local y los habitos sexuales (Pérez-Tamayo y
Brandt, 1871).

Asi mismo, la amibiasis intestinal, esta
considerada como una enfermedad potencialmente letal e
importante en términos de consecuencias sociales y
econdmicas, ya que frecuentemente las infecciones, como las
provocadas en higado, incapacitan temporalmente a
hombres adultos durante la edad productiva, puesto que
se requiere de varias semanas de hospitalizacidn y de dos a
tres meses para una recuperacidén total.

La biclogia del pardsito E. histolytica incluye
tanto la fase minuta o formacidn del quiste, y la
forma grande o amebae eritrofagocitica la cual se detecta en
la amibiasis invasora. Los trofozoitos hematdfagos
encontrados en heces son considerados como una evidencia

para determinar la naturaleza invasora de la amiba. El



ciclo de vida completo del parasito incluye cuatro estadios
consecutivosy gl trofozoito, el prequiste, si quiste y el
metaquiste. Donde el trofozoito se multiplica por fision
binaria y enguista durante el estado comensal. Se han
encontrado quistes en muestras fecales de pacientes
asintomaticos, éstos son cuerpos redondos o semiovales de
consistencia hialina, con un diadmetro de 8um a 20um ¥ una
pared rigida compuesta de guitina. Las guistes no se
desairrollan en los tejidos, pero son los responsabhles de la
transmisidn de la enfermedad. Los trofozoitos poseen un
periodo corto de vida fuera del hospedero, ya2 que no
resisten las presiones ambientales. La transmisidén de la
enfermedad es principalemente por la ingestidén de alimento:
o agua contaminada con heces y por contacto de persona a
persona, en la cual se puede incluilr la fornicacidn (Marr,
1881).

En este parasito es notable la ausencia de
organelos tipicos de las células eucaridticas, entre los
cuales se pueden mencionar a la mitocondria v al nucleoln
(McLaughlin, 1985). Sin embargo estudios de ultraestructura
en trofozoitos han mostrado la presencia de organelos
similares al reticulo endoplasmatico (Yee, 1970) vy aparato
de Golgi (Proctor, 1971). Asi mismo se han detectado
particulas de ribonucleoproteinas (RNP) en forma slongada vy
helircoida! en el citoplasma, concocldos como cuerpos
cromatoides (Rosenbaum, 1970). La ausencia de microtubulos

en citoplasma tamblén es notable aungue pueden ser
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detectados en el nucleo de amibas durante la divisidn de
éste (Martinez-Palomo, 1982; Solis-Martinez, 1986). La
amiba posee un nucleo con un didmetro de 4uym a 7um y una
membrana nuclear doble rodeada por una serie de granulos

que le dan al nucleo la apariencia de un anillo (Martinez-
Palomo, 1982). En estos granulos se ha observado una
reaccidn Feulgen negativa, as{ mismo los ensayos de amibas
incubadas con uridina titriada han revelado que los granulos
son los que presentan la marca, concluyendo que

6éstos presentan RNA (Pan y Geiman, 1955{ Albach y cols.,

1877).

c) DIFERENCIACION DE CEPAS PATOGENAS Y NO PATOGENAS

Existen dos aspectos de la biologia del
parasito E. histolytica que han sido de interés para
la investigacidn de este organismo: la variabilidad del
potencial patogénico y la prevalencia de la amibiasis
invasora en ciertas areas geograficas (Martinez-Palomo ¥y
Martinez-Baez, 1883). Se ha postulado la existencia de dos
especles de E. histolytica las patogénas y las no-patogénas.
En 1982, Martinez-Palomo mostrd diferencias en la
aglutinacidén inducida por concanavalina A (Con A), la cual
era selectiva de las cepas patogénicas de E. histolytica.
Asi mismo se han detectado diferencias en los patrones

isoenzimaticos de cepas virulentas y no virulentas,

mostrando que pacientes con amibiasis invasora presentan dos
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bandas que corresponden a la hexocinasa, mientras que los
obtenidos por pacientes asintomdticos no las presentan (Moss
y Mateews, 1987).

El desarrollo de técnicas inmunolégicas ha sido de
gran utilidad en la posible diferenciacién de cepas
patdgenas y no patdgenas de E. histolytica. Estudios
recientes, han demostrado que el empleo de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra epitopes del trofozoito pueden
ser decisivos en el reconocimiento de ambos tipos de células
(Ortiz-Ortiz y cois.,1986; Stracham y cols., 1988B).

Es evidente que la incidencia de la amibiasis
invasora se presentan con mayor frecuencia en zonas de clima
caliente ¥y a la presencia de cepas virulentas de E.
histolytica, favorececiendo la invasidn progresiva del
paradsito hacia los tejidos del hospedero (Ortiz-Ortiz y cols
., 1886). As{ mismo, debido a los estragos que provoca
este pardsito en nuestro pais y a gque esta enfermedad es
caracteristica del sector mas pobre de nuestra sociedad
(Martinez-Palomo y Martinez-Baez, 1983) resultan
especialmente relevantes los estudios que abarquen los
aspectos moleculares y celulares relacionados con los

eventos de patogenicidad de éste parasito.
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111) ANTECEDENTES

La infeccidn invasora causada por E. histolytica

aparentemente es el resultado de los siguientes procesos
secuenciales: colonizacidn intestinal, adherencia a la
mucosa, disrupcién de la barrera intestinal y lisis
dependiente de! contacto directo a células epiteliales y
leucocitos del hospedero (Ravdin, 1986).

Se han empleado modelos "in vitro" para definir el
probable mecanismo patdgenico del trofozoito de E.
histolytica cepa HM-1 de cultivo axénico, utilizando células
de mamifero. En estos estudios se caracterizaron
primordialmente los siguientes eventos: adherencia,
citdlisis extracelular y fagocitosis (Ravdin y cols., 1[98C:
Ravdin y Guerrant, 1981). Conjuntamente, se ha reportado
que en células de ovario de hamster (CHO), neutréfilos
humanos, linfocitos T, monocitos y hepatocitos, la citdlisis
de estas células muestran el establecimiento de una
adherencia del parasito dependiente de Gal-GalNac, la cual
es inhibible con lectina (Salata y cols., 1985; Ravdin,
18986; Salata, 1986; Salata, 1987). Por otra parte, se ha
sugerido que para la lisis de células adheridas por el
parasito se requiere de calcio (Ravdin y cols., 1982) asi
como de la intervencidén de microfilamentos (Ravdin y cols.
1986, actividad en membrama de fosfolipasa A; (Salata ¥y
cols., 1985) y secrecidn de enzimas proteoliticas

(Jarumilinta, 1969).
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Se ha sugerido que el pardsito podria ser capaz de
evadir mecanismos de la respuesta inmune. Pacientes
sometidos a tratamientos especificos contra la amibiasis
invasora pueden presentar reincidencia a nuevas infecciones
(Krupp ¥ cols., 1976; Stamm y cols., 1978),. sin embarga 1a
reincidencia a abscesos hepaticos o de colitis amibiana es
muy rara (Sepilveda y cols., 1982), Evidencias
experimentales han mostrado que los trofozoitos amibianos,
pueden polarizar inmunoglobulinas dirigidas contra todos los
componentes del pardsito (estructurales y moleculares) hacia
1la superficie membranal, para luego liberarlos al medio
externo, este proceso se conoce como " capping ". (Calderédn
y Mufioz, 1980). Paralelamente la lisis de leucocitos
humanos puede facilitar la penetracidn de la amiba al
tejido, ya que la accidn de las enzimas de los leucocitos
muertos facilita este pfocaso (Jarumilinta y Kradolfer,
1964) .

Se ha determinado que la participacién de la
membrana de E. histolytica es decisiva en el proceso invasor
de este parasito. Estudios realizados por microscopia
electronica de barrido han demostrado que la asociacidn con
bacterias incrementan el nimero relativo de
especializaciones de superficie en el parasito, asi como un
elevado polimorfismo en membrana de diferentes cepas
patdgenas de E. histolytica (Gonzdlez-Robles y Martinez-
Palomo, 1983). Por otra parte, se han aislado proteinas

formadoras de poros de extractos amibianos |lamadas



"ameboporos™, las cuales pueden estar implicadasz en la
muerte celular. El mecanismo de accidén probablemente sea
similar al del sistema inmune empleado por el complemento
(Young, 1985).

La capacidad de penetrar, invadir y destruir los
tejidos conjuntivos de los dganos que infectan los
trofozoitos en el hospedero, podria ser por la
participacién, entre otros factores, de una enzima
colagenolitica, ya que la colagena es uno de los principales
componentes estructurales del tejido conjuntivo.

Se conocen diferentes variedades genéticas de
colagena, las cuales se presentan en zonas especificas de
los tejidos. La colagena de tipo I es el principal
componente Qal tenddn, hueso y dientes, en asociacidn con
otras coladgenas se encuentra presente en la piel, higado,
rifién, pulmén y otros érganos. La colagena de tipo [] se
presenta en tejido de cartilago elastico hialino, la
colagena de tipo 11l se presenta en casi todos los tejidos

que contienen la colagena de tipo 1I. La colagena de tipo

IV se presenta en membrana basal, la de tipo V en células de
musculo liso, en la pfel ¥y en la membrana basal (Minor,
1980). Recientemente se ha correlacionado el grado de
virulencia del parasito con su actividad colagenolitica
(Muficz, 1984). Asi mismo en este estudio se observéd que
‘el trofozoito presentd una mayor afinidad por la colagena de
tipo | aislada de placenta humana. Alternativamente,

experimentos de microscopia electrdnica de transmisidén han

14
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revelado la existencia de granulos slectrodensos (GED), o
granulos de secrecidn, en trofozoitos activados con colagena

tipo I como sustrato (Martinez-Palomo y cols., 1987).

I1V) SECRECION EN CELULAS EUCARIOTICAS SUPERIORES

El proceso de secrecidn en células eucariotes se
ha esclarecido en los Ultimos afios. Se han discernido
mecanismos moleculares y celulares durante el proceso de
secrecién., La ruta intracelular para la secrecidn de
proteinas en células eucariotes incluye seis pasos
principales : 1) la sintesis de proteinas en los ribosomas
unidos al reticulo endoplasmdtico; 2) segregacidn de las
proteinas nacientes dentro del espacio cisternal del
reticulo endoplasmico rugoso (RER); 3) transporte
intracelular desde el RER hacia el aparato de Golgi; 4)
condensacidn en los granulos de secrecidn inmaduros sobre la
cara trans del aparato de Golgi; 5) almacenamiento de los
productos de secrecidén en los grdnulos de secrecidn maduros
y 6) liberacidén de los productos al medio extracelular a
través de la exocitosis (Carne, 1984).

Existen dos regiones espaciales en la célula: el
extraorganelar o citosol, el cual contiene el RNAm,
ribosomas, aminodcidos activados y factores para la sintesis
de proteinas, el otro espacio ss el intraorganelar o
cisternal el cual canaliza los productos de secrecidn a la

superficie celular. En este espacio es caracteristico la
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modificacién post-translacional en las proteinas
(glucocilacidn, uriones disulfuro, reduccisan proteclitica,
hidroxilaecidn, fosforilacién y sulfatacidn) antes de ser
liberadas por la célula. La parte central del proceso de
secrecidn es la translocacién de las proteinas secretorias,
desde su sitio de sintesis hasta el espacio citosdlico,
atravesando la membrana del RER hacia el espacio cisternal
(Carne, 188640,

La canalizacidn de estas proteinas es a través de
una serie de interconecciones unidas a membranas,
transportando las moléculas en pequefias vesiculas o granulos
citoplasmaticos (Carne, 1984). Por otra parte, se ha
detectado que son los incrementos de calcio citoplasmatico
los responsables directos de la activacidén de este proceso
(Douglas y cols., 1978).

En resumen podemos mencionar que el mecanismo
invasor del parasito E. histolytica involuecra aspectos
celulares y moleculares, de los cuales los primeros

han sido objsto de una gran variedad de investigaciones, sin
embargo, los aspectos moleculares han sido poco estudiados.

Por tanto el objetivo principal de este trabajo fué estudiar
el proceso de secrecidn en trofozoitos de E. histolytica
durante su activacidn con colagena tipo |, usando
anticuerpos especificos para los granulos de secrecidn

-(GED) .
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V) OBJETIVOS

A) DETECTAR LOS COMPONENTES DE LOS GED EN TROFOZOITOS DE
Entamoeba histolytica NORMALES Y ACTIVADOS PARA LA

SECRECION, EMPLEANDO ANTICUERPOS POLICLONALES DE MAMIFERO.

B) LOCALIZAR LOS COMPONENTES DE LOS GED EN TROFOZOITOS DE

Entamoeba histolytica.

c) ESTUDIAR LA REDISTRIBUCION DE LOS COMPONENTES DE LOS

GED EN TROFOZOI1TOS ACTIVADOS PARA LA SECRECION,
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V1) METODOS

a) CULTIVO DE TROFOZOITOS DE E. histolytica. Los

trofozoitos de E. histolytica cepa HM-1 fueron crecidos en
medio TYI-5-33 en condiciones axénicas conforme el método

descrito por Diamond, (1878).

Cultivo axénico de medio TYI-S5-33
1) Para 1000ml del medio de cultivo se pesaron:
Biotriptasa 30g
Dextrosa 10g
Cloruro de sodio 2¢g
Fosfato dibasico de potasio 0.6g
Fosfato monobasico de potasio 1ig
L-cisteina 1g
Acido ascorbico 0.2g
Citrato férrico de amonio 0.023g
2) Enseguida se disolvieron en 500m! de agua bidestilada ¥y
se ajustd a un pH de 6.8 con NaOH iIN para luego aferarse a
800 m!; posteriormente se esterilizd por autoclave durante

15 minutos. El medio TYI-S5-33 se complemento con suero de

bovino inactivado (se colocé en un bafio de agua a 56°C

durante 30 minutos con agitacién constante) y con vitaminas

de Diamond.

b) EXTRACCION DE COLAGENA TIPD I DE PLACENTA HUMANA. La
colagena tipo | se extrajo siguiendo el método descrito por

Rojkind y colaboradores 1982. Donde una placenta humana se

cortd y lavd con NaCl 0.9% durante 24 h a 4°C Posterior-
mente se incubd con Acido acético 0.25M con 0.2mg de pep-

sina/ul. Después se centrifugd a 5000 rpm durante 40 min,
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el sobrenadante se neutralizd con NaOH 1M. Este proceso se
repitid tres veces consecutivas para la separacidn de las
colégenas tipo 111, | ¥y V, donde se procedid a dializar el
sobrenadante a 4°C en el siguiente orden:
1) Tris-HC1 0.05M pH 7.2 con NaCl O, 45M.
2) Tris-HCl 0.05M pH 7.2 con NaCl 1.7M para la colagena

tipo I11.
3) Tris-HCl 0.05M pH 7.2 con NaCl 2.5M para la colagena

tipo I.
4) Tris-HCl 0.05M pH 7.2 con NaCl 4M para la colagena

tipo U.

Los precipitados formados en cada una de las dialisis se
disolvieron en acido acético 0.25M durante 48 h y dializaron

en acido acético 0.025M , se liofilizaron y almacenanaron a

4°C.

c) CINETICA DE SECRECION, Trofozoitos de E. histolytica

cepa HM-1 se cosecharon a las 48 y 72h. Con el objeto de
separar a las amibas adheridas a los tubos de cultivo, se
enfriaron durante Smin en agua-hielo. Fosteriormente se
lavaron con una solucidn amortiguadora de fosfatos salinos
pH 7.0 (PBS-A) y se centrifugaron Smin a 1000rpm. Una vez
colectadas las amibas se desechdé el sobrenadante y la
pastilla se resuspendid en medio modificado TYI-S-33 (sin
suero ¥ sin L-clsteina) contenlendo colagena tipo |1 con una
concentracién final de img/ml incubAndose esta suspensién a

37°cC. La cinética de secrecién se realizéd en los tiempos
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de 3, 6 y 15 h.

d) PREPARACION DE ANTIGENO AMIBIANO. El antigeno para
ELISA se preparo con trofozoitos cosechados a las 72 h. Se
colectaron mediante centrifugacién durante 5Smin a 1000rpm,
se lavaron con PBS5-A en dos ocasiones, finalmente la
pastilla se resuspendid en para-hidroxi-mercuri-benzoato
(p-HMB) como inhibidor de proteasas, se sonicd y cuantificéd
la concentracidn de proteina por el método de Lowry (1951)
para luego ser almacenados a 4°C, El antigeno para
electroforesis se procesd de igual manera, solo que en lugar
de sonicar la muestra, ésta se hirvid durante 3min y
almacend a -20°C, Los antigenos de amibas activadas por 3,

6 ¥y 15 h se procesaron de la misma forma.

e) OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI GRANULOS. Se cultivaron
trofozoitos de 48 h y se activaron para la secrecidén con

una concentracidn de coléagena de Bmg/30ml/3x10"¢* células,
durante 15 h a 37°C. Se centrifugd la suspensidn a 1000rpm

durante 10min., posteriormente el sobrenadante se centrifugd

a 2000rpm por Smin. Finalmente el sobrenadante se
microfugd a 10,000rpm por 10min. La pastilla formada se
sonicd y resuspendid en adyuvante completo de Freund, luego
se inoculd a un borrego de 15 kg. Se realizaron un total
de tres inmunizaciones via subcutanea. Una vez que el
borrego adquiridé inmunidad a los gréanulos este se sangro, y

el suero obtenido fué procesado para la precipitacién de las



inmunoglobulinas de isotipo G.

f) PRECIPITACION DE INMUNOGLOBULINAS. Se diluyd 1 ml de

suero en 5m! de amortiguador de boratos 5mM pH 8.5

Posteriormente se agregd el sulfato de amonio saturado por

goteo,

agitacidn constante y en frio, luego se dejd reposar

30min y se centrifugd a 10,000rpm. Se descartd el

sobrenadante y la pastilla se disolvidé en amortiguador de

Lburatos. Finalmente la suspensién se dializé contra un

volumen de 500ml de amortiguador durante 48 a 60 h a 4°C

(Goding, 1983). Al dializado se le cuantificd proteina

utilizando 50upl de muestra y 950u] de NaDOH 0.1N vy se leyd a

280nm.

Para calcular la concentracidén de proteina se utilizé la

siguiente férmula:

(1.66) (D.0.) / (factor de dilucién)=mg/ml

g) INMUNOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA. A continuacidén se

describe en forma breve los principales aspectos sobre el

fundamento de ambas técnicas.

-

1) ELISA: " Técnieca del anticuerpo inmunoabsorbente unido a

una enzima " . Esta técnica se basa en la formacidn del

complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). Para lograr esta

interaccidn se forra una placa de plastico (poliestireno)

con el

antigeno correspondiente (en concentracidn de

proteina ¥y volumen final conocido). Posteriormente la

placa se incuba a 37°C, para permitir la adhesidn de las

21
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moléculas del antigeno al plastico. El paso siguiente
consiste en la unidn del anticuerpo al antigeno, esto se
logra con una posterior incubacidn a 37°C del anticuerpo
(suero o IgG) en diluciones seriadas (Voller y cols., 1878).
Para la visualizacidn del compleio Ag-Ac, es
necesario la participacidn de un segundo anticuerpo, el cual
esta dirigido contra el primero y ademads esta acoplado a una
enzima (AcE). La enzima acoplada a este anticuerpo, por lo
general es la peroxidasa (P0O), en su mayoria aislada de
rabano. El complejo final sera Ag-Ac-AcPO , para su
observacidn es indispensable que la snzima interactue con el
sustrato especifico. En el caso de la peroxidasa la

reaccidén que se lleva a cabo es la siguiente:

H:0z + Enzima peroxidasa > Hz0D + 2 electrones cde 0

A continuacidén los electrones libres del Oxigeno
seran captados por un colorante; el cual hara evidente
esta reaccidn. La orto-fenil-diamina (OPD) es un compuesto
que desarrolla un color amarillo-naranja cuando se oxida en
presencia de electrones (Martinez, 1979). El espectro de
absorcidén para este complejo es de 4390nm. La
reaccidn que se desencadena cuando la OPD se oxida es la
siguiente:

OFPD > OPD*

reducida oxidada
2e-

Por lo tanto, el desarrollo de color indica la
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presencia del complejo Ag-Ac (Martinez, 1979).

Para la interpretacidén de los resultados, es
necesario leer la placa en un MINI-READER (lector para
ELISA) a 490nm, registrando-los datos en densidades ¢pticas
(D.D.). Finalmente los resultados se grafican en papel
milimétrico, donde en el eje de las ordenadas se registran
las diluciones del anticuerpo y en el eje de las abscisas se
anota las D.0. registradas por el lector. (Voller y col;..

1979).

11)INMUNOFLUORESCENCIA: El uso de derivados fluorescentes
acoplados a anticuerpos para localizar antigenos, fué
empleando por primera vez por Coons (1941). Demostrando
que los anticuerpos se pueden acoplar a 8-antraseno o
isocianato de fluoresceina, conservando la unidédn al
antigeno. Subsecuentemente, Riggs (1958) introdujo el
isotiocianato de fluoresceina (FITC) el cual es mas estable,
por lo cual .es uno de los fluorocromos mas empleados en log
Gtltimos afios. Asi mismo se concluyéd que el uso de
anticuerpos acoplados a moléculas fluorescentes son de gran
utilidad para localizar antigenos.

El principio de la fluorescencia se basa en la luz
que es absorbida por los fluorocromos, donde la energia de
los fotones es transferida a electrones, los cuales asumen
niveles de energia mas elevados. Cuando los electrones
retornan a niveles de energia mas bajos, con respecto a los

del estado exitado, se libera parte de esta energia en forma
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de calor vy el resto en forma de un fotén de baja energia

(comparado al del foton inicial). A este fendmeno se le
denomina fluorescencia y la eficiencia de éste se conoce

como T"produccién de quantum™ (Crooks, 1978).

El espectro de emisidn producido por el
f luorocromo pusde ser captado por el Microscopio de
Fluorescencia. El sistema 6ptico del microscopio
procesard las longitudes de onda producidas por el
fluorocromo; dicho proceso consiste en la condensacidn de
las longitudes de onda emitidas por una lampara de mercurio
Yy su posterior paso através de una serie de lentes, para
luego interactuar con la longitud de onda correspondiente al
del espectro de emisidén del fluorocromo lo que permite la
visualizacidén de la fluorescencia la cual dependerd del
filtro que se haya seleccionado y del fluorocromo empleado
(Goding, 1983).

Las bases de la Inmunolocalizacidn de antigenos
empleando la téecnica de la fluorescencia se rigen por la
localizacidén del antigeno problema, empleando un anticuerpo
primario, posteriormente la formacidn del complejo Ag-Ac es
detectado por un segundo anticuerpo acoplado a un
fluorocromo (FITC). El complejo final, sera entonces:
Ag-Ac-AcFITC. La lccalizacidn del antigeno se puede
reali%ar en tejidos o células fijadas y procesadas para ser

.analizadas en Microscopio de Fluorescencia.
En és<.e caso se empledé el fluorocromo (FITC) e}

cual desarrolla un conlor verde brillante, cuando su espectro
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de emisién interactia con las longitudes de onda emitidas
por la lampara de mercurio,

En ambas técnicas (ELISA e inmunofluorescencia) se
empled el método indirecto con el sistema de la proteina-A
biotinilada y estreptoavidina-P0O o avidina-FITC. Por lo
que la técnica esta modificada en cuestidn de la
participacién de un segundo anticuerpo marcado, en su lugar
se utilizan las proteinas mencionadas anteriormente. El
principio de este sistema se basa en las propiedades
bioquimicas que poseen estas proteinas (Green, 1975). La
pruteinafA. es extraida del Estafilococo, como
caracteristica importante posee una elevada afinidad por la

regidén Fc de las inmunoglobulinas de isotipo G (IgG) de

varias especles. Lo cual se aprovecha para la deteccidn de
las 1gG dirigidas contra un antigeno especifico. Esta
proteina es acoplada a una vitamina de la serie B, |lamada

biotina, que presenta una elevada afinidad por la avidina
(proteina formada en la clara de huevo). La avidina es un
tetramero de subunidades idénticas, cada una posee un peso
molecular de 15 000 Mr, con un punto isceléctrico de 10.5,
con una afinidad por la biotina de 10-"M. EIl complejo
biotina-avidina ha sido usado ampliamente en Biologia
Celular para la localizacidn especifica de antigenos en
citoplasma o en membranas (Bayer y cols., 1979).

El sistema de la biotina-avidina es
particularmente atractivo en los sistemas de "sandwich", en

conjuneidn con el uso de la proteina A, para la localizacidn
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de antigenos =n células fijadas y permeabilizadas. Dado
que !& biotina es relativamente polar, &sta se puede acoplar
a la proteina-A, mientras que la avidina se acopla a
fluorocromos, enzimas, ferritina u otras moléculas. La
extremada naturaleza baésica de la avidina (pl=10) permite la
union electrostatica a estructuras acidicas. Cuando se
emplea avidina-FITC para marcar células fijadas ¥y
permeabilizadas, ésta se observa en la cromatina condensada
(Heggeness, 1977). La unidén de la avidina a DNA puede ser
abatida con concentraciones de sales (0.3M KC1)

(Heggeness, 1977). Una alternativa a la avidina es la
estreptoavidina, una proteina que se une a la biotina, gue

se extrae de Estreptomicetos. La estrepteoavidina contiene

cuatro cadenas de peso molecular idéntico a las de la
avidina. Sin embargo, el analisis de aminodcidos muestra
que la estreptoavidina posee menos aminocacidos basicas en
comparacidén a la avidina, lo cual le permite tener un pl mas
bajo ¥y por lo tanto no posee una afinidad por la cromatina
en nuclec (Chaiet, 1964).

En nuestro caso se empled avidina-FITC ¥y
estreptoavidina-PO. El complejo formado por estas
proteinas se esquematiza en la figura ( 1 ).

En breve se mencionan los protocalos utilizados
para el ELISA = INMUNOFLUORESCENCIA con el sistema de la

proteina-A biotinilada y estreptoavidina-P0 o avidina-FITC.



ELISA
1) Ze forraron placas de poliestireno con S0pi de antigeno
amibiano normal y activado a 3,6 y 15hr de incubacisn con
la coidgena tipo !. La concentracidn de proteina fué de
10ug/pozo, diluida en amortiguador de carbonatecs pH 9.6.
Luego se incubd a 4°C durante toda ia noche.
2) Se aspird y lavd con PBS-Tween 0.05% 2 veces.
3) Se bloqued los_sitics no ocupados por el antigeno =n
los pozos de poliestireno, con gelatina 0.5%-PBS-Tween 0.05%
incubandec a 37°C durante 1 hora 30 minutos.
4) Se aspird y iavd con PBS-Tween 0.05% 2 veces.
5) Se incubdé con 1gG anti granulos con diluciones
seriadas. La incubacién fue durante 1 hora 30 minutcs 3
37°C.
6) Se aspird y lavd con PBS-Tween 0.05% 3 veces.
7) Se incubd con proteina-A biotinilada con una diluciédn
de 1:2000 (dilucidén obtenida despues de haber titulado la
proteina por el mismo método) a 37°C durante 1 hora 30
minutos.
8) BSe aspird y lavd con PBS-Tween 0.05% 3 veces.

9) Se incubd con estreptoavidina-PO0 con una dilucidn de

1:4000, durante 1 hora 30 minutos a 37°C.

10) S5e aspiréd y lavd con PBS-Tween 0,05% 3 veces.

11) Se reveld con 50ul de la siguiente solucidn:
Amortiguador citrato-fosfato 10ml

nrto-fenil-diamina 4mg
H‘_t D: lei
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Es importante que al preparar esta solucidén se haga
en un tubo forrado con papel aluminio. El desarrollo de
color es aproximadamente en un lapso de tiempo de 3min.
Fosteriormente se para la reaccidn con acido sulfdrico 2.5N.

12) Se leyd a 490nm en el Lecter para ELISA.
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FIGURA 1

Sistema de inmunodeteccidén empleando el método de la
proteina A-biotinilada y avidina marcada. En 1 se muestra
el Ag, en 2 la formacidn del complejo Ag-Ac. La afinidad de
la proteina A-biotininalda hacia la regidn Fc del Ac se pre-
senta en 3. Para la visualizacidn del complejo formado se
necesita de la avidina marcada con FITC o PO (4). En este

caso se empled estreptoavidina, la cual es idéntica a la
avidina.
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INMUNOFLUORESCENCIA.

1) Se lavaron trofozoitos de 48 hrs de crecimiento con
PBS-A 2 veces, recuperados después de haber enfriado los
tubos de cultivo 5min con agua-hielo y centrifugando las
células a 1000rpm. En el caso de trofozoitos activados
para la secrecidén con la coligena, las células fueron
recuperadas enfriando solamente el tubo con agua-hielo
durante 5 minutos, posteriormente las células fueron lavadas
con medio modificado (sin suero y sin L-cisteina) con una-*
temperatura de 37°C.

2) Se fijaron con una mezcla de formaldehido 1.85%-
glutaraldehido 0.125% en PBS, a 37°C y con agitacidn
constante, esto con el fin de evitar agregados celulares.
3) Se lavaron con NaCl 0.95% 2 veces.

4) Se incubaron con glicina 1IM-PBS 15min a 37°C con
agitacidn constante.

5) Se lavaron con tritén X-100 0.3% en NaCl 0.95% 3
veces.

6) Para abatir la fluorescencia inespecifica se incubd

con una solucidn de azul de Evans 0.0025% - PBS, por 20min a
37°C. El volumen que se empled fué en funcidn del numero
de células que fueron procesadas (20u1/10% células)

7) Se lavaron con tritén X-100 0.3%-NaCl 0.95% 3 veces.

Se permeabilizaron con tritén X-100 0.5%-NaCl 0.85%

"15min a 37°C con agitacién constante.

8) Se lavaron con Tritén X-100 0.3%-NaCl 0.95% 2 veces.

9) Se incubaron con el anticuerpo 1gG anti grénulos toda
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la noche a 4°C. El volumen que se empled fué de 20ul por
cada 10° células, la dilucidn empleada fué de 1:100 en PBS.
10) Se lavaron con triton X-100-NaCl 0.95% 3 veces con
agitacién ocasional.

11) Se incubaron con la proteina-A biotinilada durante hora
30 minutos a 37°C. La dilucidén que se empled fué de 1:200
en PBS.

12) Se lavaron con tritén X-100-NaCl 0.95% 3 veces con
aglitacidén ocasional.

13) Se incubd con la avidina-FITC durante 1 hora 30 minutos
a7ecC. La dilucién que se empled fué de 1:1000 en PBS o en
PBS-KC1.

14) Se lavd con tritén X-100-NaCl 0.95% 3 veces con
agitacion ocasional.

15) Se resuspendid en glicerol 50%-PBS y se observé al

Microscopio de Fluorescencia.

h) ELECTROFORESIS.

Se emplearon geles de poliacrilamida 12.5% - SDS
con el método de Laemeli (1970). Las dimensiones del gel
fueron de 5.5cm de largo y Bem de ancho, la cAmara que se
empleé fue una Hoefer Scientific Instruments (modelo SE 250)

Para relizar los geles se montd la cAmara de
electroforesis. El proceso de montaje consistié en colocar
sobre la camara las placas de aluminio, en seguida se

gsobrepusé una placa de vidrio en cada una de las placas;



entre ambas se colocd una costilla de O.5mm de grosor,
finalmente este complejo se presiond con un par de pinzas.
Una vez montada la camara se procedid a sellarla con agarosa

al 1%.
La formacidn del gel consiste en colocar las

mezcla del gel separador y luego la del concentrador

mediante una pipeta Pasteur.

GEL SEPARADOR 12.5% GEL CONCENTRADCR 3%
ml ml
ACRILAMIDA (30%) 4.18 0.5
BIS-ACRILAMIDA (1%) 1.68 0.4
TRIS-HCI 2M pH 8.7 3.75 ——
TRIS-HC! 1M pH 6.8 — - 0.825
Hz 0 0.278 3.4
PERSULFATO DE AMONIO
10% 0.060 0.025
SDS 20% 0.05 0.025
TEMED 0.008 0.010
Una vez polimerizado el gel, ss procesd la muestra’

de la siguiente manera:
1) Se tomaron 50ug de proteina de antigeno amibiano y se
diluyd en un amortiguador para muestras, el cual contiene:
10X

TRIS 0.125M

GLICEROL 30%

SDS 5%

AZUL DE BROMOFENOL 2mg
2) En seguida se hirvid y se colocd en el gel con ayuda de
una pipeta Pasteur. El voltaje que se empled para correr

el gel concentrador fué de 15 mili-amperios y para el

separador fué de 25 mili-amperios. El amortiguador



empleado para la corrida del gel fué:
5X

TRIS 0O.25M

GLICINA 0.'192M

SDS 0.1%

AFORAR CON H20 DESTILADA A 1 litro

Asi{ mismo, se corrieron geles con coliagena tipo |

extraida de placenta humana, la concentracidn empleada fué
de 1mg de proteina en peso seco y por ultimo los marcadores
de bajo peso molecular, la forma de prepararlos fué la

giguiente: se disolvieron en 100ul de amortiguador de

muestra y luego se hirvieron durante 3min.

TINCION DE GELES.

Se tifieron los geles con las muestras de antigeno
amibianno, de coladgena y con los marcadores con las
siguientes soluciones:

AZUL DE CODMASSIE 1.25¢g

METANOL 227ml
AGUA DESTILADA 227ml
AC.AC.GLACIAL 46m1

Se incubd el gel en esta solucidn toda la noche a
temperatura ambiente y con agitacidn. Posteriormente se
destifid el gel durante 1h con la siguiente solucidén:

ETANOL 1,500ml
AC.AC.GLACIAL 500m1
AGUA DESTILADA 3,000ml

1) INHMUNOTRANSFERENCIA.

Una vexz sbhbtenido los patrones electroforéticos de
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los antigenos normales, activados y de coladgena se procedid
a transferirlos conforme la técnica descrita por Towbin
(1979).

El proceso consiste en las siguientes etapas.
1) Preparacidén del gel. Se lavd 2 ocasiones con
amortiguador de transferencia durante 30 min, lo cual se
repitiéd para cada lavado del gel. Las soluciones que se
emplearon para la preparacidn de este amortiguador fueron

los siguientes:
5 X pPH 8.3

Tris 25mM

Glicina 192mM.

Aforar con agua destilada a 2 litros
Fara emplear el amortiguador,se mezcld con metanol y agua,
en las proporciones siguientes:

800m] de Glicina-Tris pH 8.3

800m! de Metanol absoluto

2400ml de agua destilada
I1) En seguida se cortd un trozo de papel de nitrocelulosa
(PNC) con las dimensiones exactas a las del gel de
poliacrilamida. Posteriormente se equilibré con
amortiguador de transferencia por 30 min, en agitacidn
constante y se procedid a colocarlo para la transferencia.
IIl) Colocacidn.
a) Se humedecieron 2 trozos de papel Wattman del tamafio del
gel, en amortiguador de transferencia.
b) En un trozo de papel Wattman se colocd el gel con el

frente hacia delante, luego se empalmd el PNC afiadiendo

finalmente el otro papel Wattman, aseguradndose que no se
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formen burbujas entre el gel y los papeles. En seguida se



colocaron 2 fibras, cada una gquedando sobrepuesta al papel
Wattman. Para terminar, se colocd éste complejo en la
camara de transferencia con amortiguador glicina-tris pH
8.3, metanol-agus a 4°C durante 1 hora 30 minutos. Es
importante colocarlo con la orisntacién del gel hacia sl
cadtodo y el PNC hacia e! anddo. Para la transferencia se
emplearon 100 mili-voltios durante 1 hora 30 minutos.
IV) La cuarta etapa de la inmunotransferencia consistid en
la deteccidn de proteinas de los GED por el método de
tincidn de PNC con anticuerpos policlonales, de acuerdo al
método descrito por Hans-Peter Hauri (1986). E! método
consistid en las siguientes etapas.

A) Se lavd el PNC transferido con PBS 2 veces con
agitacidén constante durante 5 minutos;

B) Se marcd el PNC con lapiz

C) Se bloqued con leche descremada Sveltes al 1.5% en
PES-tween 0.05% 1 hora a temperatura ambiente (TA) con
agitacidn.

D) Se lavéd el papel blogqueado 3 veces con PBS-A 5min en

cada lavado.

E) Se incubd con 1gG de borrego anti GED en leche
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descremada al 1.5% durante toda la noche a 4°C con agitacisn

constante.
F) Se lavd con PBS-A 10min.
G) Se lavd con FES-Tween 10 min.

H) S5e lavd con PBE-A 10 min.



1) 58 incubd con el segundo anticuerpo acopliado con
peroxidasa 1gG de conejo anti [gG de borrego-P0O (igGC anti
1gGB-P0) incubando 1 hora 30 minutos a TA en agitacidn
constante.

J) Se lavéd con PBS-A 10 min.

K) Se lavé con PBS-Twesen 10 min.

L) Se lavé 2 veces con amortiguador de fosfatos 50mM
frio 5 min en cada ocasién.

Solucidén madre NaHPO. 50mM pH 7.4
M) Se preincubd con el siguiente amortiguador durante 10
min.
a) Solucidn NiCo
Cloruro de Niquel (NiCl) 30mg
Cloruro de Cobalto (CoCl) 30mg
Agua destilada 3mli.
b) Diaminobencidina (DAB) 50mg amortiguador de
fosfatos, agitandolo 40min y filtrandolo antes
de emplearlo.

N) S« aspird el amortiguador de preincubacidén con una
trampa al vacio y se incubd posteriormente con el
amcrtiguador de revelado el cual se prepard de la misma
manera que el de preincubacidén pero adicionandole Perdxido
de Hidrédgeno al 1% 10min a TA con agitacién constante.

0) Se lavo 4 veces con agua destilada y guardd en seco.

Finalmente, las bandas gue presentaron
reconocimiento con el anticuerpo 1gG anti GED, seran
aguel las que pertenezcan a las proteinas de los componentes

de los GED 2n antigeno normal y activado.
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V11) RESULTADOS

a) LOCALIZACION DE CROMATINA CONDENSADA EN NUCLEOS DE

TROFOZOITOS ACTIVADOS FARA LA SECRECION.

Se incubaron trofozoitos activados uUnicamente con
avidina-FITC, los patrones fluorescentes sncontrados para

cada tiempo de secrecidn fueron los siguientes:

A) En trofozofitos activados por 3 h, la
fluorescencia se concentrd en todo el nacleo, la
consistencia de esta marca fué bastante compacta. En este
tiempo de activacidn es caracteristico detectar un solo
nucleoc fluorescente por cada célula, el cual abarco gran
parte del citoplasma; en lo que concierne a éste se detectd

marca tenue en forma granular de tamafio muy pequefio (figura

2.

B) Los nicleos de trofozoitos activados a las
6 h mostraron fluorescencia en toda la periferia de la
membrana nuclear. Su apariencia asemeja un collar
brillante, en donde las cuentas se presentaron punteadas, es
decir, existe un espacio entre cada una de ellas. Algo
interesante, es que para este tiempo de activacidn, el
nucleoplasma carecid de fluorescencia. Asi mismo se
observd otro patrdn fluorescente, el cual consistid en la
polarizacién de la marca hacia la periferia del nucleo. En
adiciédn, se pudo apreciar gque en cada célula se presentaron

por lo mencs dos nacleons con fluorescencia (figura 3).
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FIGURA 2

Localizacidn de cromatina en trofozoitos activados
por 3 h. Células fijadas y permeabilizadas fueron incubadas
con avidina-FITC durante 1h a 37°C. En este tiempo de acti-
bacidn con coladgena se pudo observar que el nicleo esta to-

talmente fluorescente con una apariencia altamente compacta.
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FIGURA 3

Localizacidén de cromatina en trofozoitos activados
con colagena por 6 h de incubacidn. Células fijadas y per-
meabilizadas se incubaron uUnicamente con avidina-FITC. La
marca fluorescente se localizéd polarizada hacia la membrana

nuclear o alrededor de la misma formaando collares fluores-
centes.
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Cc) En los trofozoitos de 15 h de activacidn la
flurorescencia se presentd Inmersa en todo el nucleoplasma,
la forma de ésta marca, fué granular de tamafio
considerablemente mas grande que los observados en el tiempo
de 6 h de activacidn. Por otra parte la membrana nuclear
carecié de marca, no obstante en el citoplasma se detectd
fondo fluorescente su apariencia fué granular delimitando
huecos en la célula. El numero de nucleos marcados en este
tiempo de activacidén fué mayor comparado a los encontrados

en los tiempos anteriores (entre 3 y 5 nucleos) (figura 4).

D) Para el tiempo cero de activacidn, el cual
corresponde a los trofozoitos normales, el tipo de
fluorescencia abarcé los patrones fluorescentes encontrados
en los tiempos 3, 6 y 15 h de activacidén para el proceso de

secrecidn.

b) DETECCION DE LOS COMPOWENTES DE LOS GED POR EL METODO DE
ELISA.

Empleando la técnica inmunoenzimatica ELISA con el
sistema de la proteina-A biotinilada y estreptoavidina
peroxidasa se lograron detectar los GED en antigeno amibiano
normal ¥ activado para la secrecidén. El reconocimiento del
1gG anti- granulos para el antigeno normal fué de 0.60 D.O.,
siendo ligeramente mayor para el antigeno activado por 3 h
(0.62 D.0.). Sin embargo para los antigenos provenientes
de células activadas por mayor tiempo, e! reconocimiento fué

disminuyendo hasta 0.18 D.0. (figura 5). La sensibilidad



FIGURA 4

Localizacidn de cromatina en trofozoitos activados
con colagena por 15 h. Se fijaron y permeabilizaron las
células para luego incubarlas uUnicamente con avidina-FITC
lLas células presentaron la marca inmersa en el nucleoplasma
(A,B.C =

Cl. En e 2 tiempo de activacion fuée tipico encontrar

mas de

wicleos con marca (D).
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del reconocimiento del! 1gG anti-grédnuios per loas antigenos

amibianos fué del orden de |los microgrames.

c) LOCALIZACION DE LOS COMPOMENTES DE LOS GED POR

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Utilizando el sistema de la proteina-A biotinilada
vy avidina-FITC se lograron localizar los componentes de los
GED empleando el anticuerpo anti-granules (1gG anti GED)
con una solucidén de KCl 3M en trofozoitos normales vy

activados para l!a secreciodn.

1) Empleando la combinacidén de KCl e [gG anti
GED, c=e logré obtener el patrdén fluorescente basal en cada
unc de los tiempos de activacién, esta fluorescencia no
presentd diferencias significativas, en comparacidn a la
detectada en ausencia de KCl, lo que nos indica que la
afinidad de la avidina-FITC por los componentes de los GED,
detectados por el anticuerpo es altamente especifica (figu-
ra 6). Por otra parte se incubaron geles de colagena a pH
7 con 1gG anti GED y avidina-FITC, con el fin de probar la
especificidad del anticuerpo por los GED. El resultado fué
negativo, lo que indica que este anticuerpo no reconoce a la

colagena (figura 7).

11 En los trofozoitos normales se observa una
fluorescencia homogénea y de forma difusa en =1 citoplasma.
Sin embargo fué evidente !a afinidad de la marca par la

membrana de!l nicleo vy de las vacuolas. No ohstante en la
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FIGURA 5

Deteccién de los componentes de los GED por el método
de ELISA. En A se muestra el reconocimiento del anti-GED con
antigeno total de Entamoceba histolytica no activado. 9-8
muestra la incubacién con el [gG anti GED,0-0 muestra la in-
cubacidén del antigeno con la [gG normal. En B, Cy D se in-
dica el reconocimiento de 1gG anti GED por los antigenos to-
tales de Entamoeba histolytica activados con colagena duran-
nte 3,6 y 15 h. En la grafica en las ordenadas se registra
las diluciones de los anticuerpos y en las abscisas las D.O.
a 490 nm.




FIGURA 6

Inmunclocalizacién de los componentes de los GED en
trofozoitos incubados con KCl. Células normales y activadas
por 3,6 y 15 h, fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas
con IgG anti GED mas KCl 0.3M. La fluorescencia mostrada en
A representa la localizacién basal de los GED en células

normales, B 3 h, C6 h y D 15 h de activacidn con colai-
gena tipo 1I.



FIGURA 7

Gel de colagena Incubado con anticuerpo anti GED.

disolvid
lizd con

colagena tipo |1 en &cido acético 0.25M, se neutr
tris-base y se polimerizéd a 37°C durante 1h. Pos

teriormente se incubd con [gG anti GED, proteina A-biotin
lada ¥y avidina FITC.

Se
S
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membrana plasmatica se aprecid disminuida la atinidad, va
que solo se delimito en forma tenue. Dcasionalmente se
pudd observar agregados fluorescentes en el citoplasma, su
constitucidn asemejd un "tamizado brillante™ localizandose
exclusivamente en esta zona, adicionalmente se observd una
delimitacidn en forma de "circulos vacios" en el interior de
la célula. Por otra parte, la fluorescencia detectada en

niucleo y vacuola no se limitd a membranas, ya que también se

presentd en el interior de estas estructuras en forma de
puntilleo tenue, con orientacién hacia la periferis de estas
estructuras (figura 8)

Les trofozoitos activados para la secreciédn por 3h
mostraron un patrén de fluorescencia tenue alrededor de toda
la membrana plasmatica, as{i mismo se pudo apreciar gque esta
marca presentaba discontinuidades, dandole aparienzia de un
punteado granular fino. Se observaron agregadcs
fluorescentes en el citoplasma, con dimensiones grandes y
con apariencia de enrejado, generalmente se localizaron
inmersos en el citoplasma, u orientados hacia la membrana
plasmatica, logrindose detectar de 1 a 2 agregados por
célula (figura 89).

- Los trofozoitos activados por 6 h presentaron
fluorescencia en forma granular de apariencia altamente

densa en todo el citoplasma, el tamafio de estos agregados

fde variable, as! como la ausencia de fluorescencia en la

membrana plasmitica (figura 10). Las ceélulas adheridas a

la coligena mostrarcon fluorescencia, tanto en el citoplasma,
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FIGURA B

Inzunodeteccidén de los GED en trofozofitos sin activar
Las células fueron fijadas y permeabilizadas como se descri-
be en métcdos. La fluorescencia se localizé principalmente

en membranas de nucleos, vacuolas y de forma homogénea en
todo el citoplasma.



FIGURA 9

Inmunodeteceidn de los GED en trofozoitos activados
por 3h de incubacidén con coldgena tipo I. Las células fueron
procesadas como se describe en métodos. En este tiempo de
activacidn se pudo apreciar que la distribucidn de la fluo -
rescencia se encuentra localizada principalmente en granulos

orientados hacia la membrana plasmatica o en el citoplasma.



49

como en zonas de contacto con la proteina. Por otra parte en
este tiempo de activacidn, =e encontrd pequefios trozos de
culagena no digerible con fluorescencia (figura 11).

A las 15 h de activacidn, los trofozoitos
mostraron marca Unicamente en la membrana plasmatica, no
presentandola en sl citoplasma o en cualquier otra
estructura de la célula. La fluorescencia se observd en
forma continua ¥y se incremsntd ligeramentes con respecto a
la detectada en los tiempos anteriores de activacidn. Asi
mismo en este tiempo de incubacidn es caracteristica la

ausencia de células marcadas con fluorescencia (figura 12).

d) RECONGCIMIENTO DE PROTEINAS DE LOS GED POR EL ANTICUERPO
1gG ANT1 GED.

Por la técnica de inmunotransferencia se logrdé
apreciar diferencias en el patrén proteico de los antigenos
amibianos normales y activados. El patrén proteico de las
amibas normales mostraron un reconocimiento de
aproximadamente 10 bandas cuando se incubaron con el
anticuerpo anti-GED, todas estas con pesos moleculares gque
oscilan entre 100 y 43 kDa (figura 13). Asi mismo el
obtenido para el antigeno activado por 6h se observd la
aparicién de bandas marcadamente enriquecidas, las cuales
corresponden a pesos moleculares entre 100 y 105 kDa y de
35 a 20 kDa (figura 13). En lo que concierne al resto de
las bandas éstas conservan la misma intensidad de tincidn,

lo cual nos sugiere una probable constancia de aparicidn en



FIGURA 10

Inmunoclocalizacién de los componentes de los GED en
trofozoitos activados por 6h. Células incubadas con colagena
por 6h fueron fijadas y permeabilizadas para luego ser pro -
cesadas como se describe en métodos. En todas las celulas se
pudé observar una poblacién de granulos con tamafio heteroge-

neo. Asi mismo se observd que las células carecen de marca
en la membrana plasmatica.



FIGURA 11

Inmunodeteccién de GED en colagena adherida a trofo-
zoltos activados para la secrecidén. En (A)
trofozolito

bra de colagena a la cual
fotografia en campo de luz de
do el trofozoito y la fibra de colagena.

58 muestr
=on marca fluorescente en citoplasma y en

se adhiere. En (B) se obse
la misma preparacion,

a un

la fi-
rva la
mostran-




FIGURA 12
Inmunolocalizacién de los GED en trofozoitos activa -
dos por 15h de incubacidén con colagena tipo I. En este tiem-

Po de activacidn es tipico encontrar células con marca fluo-
rescentes unicamente en la membrana plasmatica.
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los grénuios secretores durante ls activacidn del procesno

w

posibilidad puede ser

ul

de secrecidn en las amibas. E
considerada tomando en cuenta gue durante el procesc de
maduracion de los componentes de los granulos hay proteinas
que sufren cambios, donde en stapas finalss la concentracidn
de unas es mayor con respecto a otras.

Con el

ropdsito de confirmar la especificidad del

il

12G anti GED se incubd éste con ls colédgena transferida.
Los resultados mostraron que los anticuerpos no reconocsn a
la colagena, lo cual confirms que la obtencidn de los
anticuerpos es especifica por los componentes de los GED

libres de contaminacidn por esta proteina (figura 14).
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FIGURA 13

Reconocimiento de proteinas de los GED por el anti-
cuerpo IgG anti GED. Se obtuvd el patrdn proteico del anti-
geno amibiano por el método de inmunotransferecia descrito
previamente. En (A) s€ muestra el reconocimento del 1gG anti
GED por un antigeno total de E. histolytica activado por 6h
de incubacién con colagena, en (B) un antigeno de 15h de ac-
tivacidn y el respectivo reconocimiento del 1gG anti GED, en
(C) el reconicimiento ds! anticuerpo por un antigeno normal.
En el carril (D) se muestra un antigeno amibiano activado
por 6h e incubado con un anticuerpo normal (I1gG normal). EI
patron proteico de E. histolytica normal se presenta en el
carril (E), el cual se tifid con tinta india, los marcadores
de bajo peso molecular se presentan en (F).




FIGURA 14

Especificidad de los [gG anti GED en colagena trans-
ferida. Se corrieron geles de colagena tipo | y se transfi-
rieron para ser incubados con el anticuerpo 1gG anti GED. En
el carril (A) se muestra un gel de colagena tefiido con azul
de Coomassie. En (B) transferencia de colagena tefiida con

tinta india y en (C) incubacidn de la colagena transferida
con el anticuepo [gG anti GED.
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VIiIil) DISCUSION

Estudios ultraestructu;ales de la Entamoeba, han
revelado caracteristicas tipicas de este protozoario, como
son la ausencia de mitocondria y de nucleolo (Hc.Laugh]in,
1585) Con respecto a otros organelos, se han identificado
estructuras similares al reticulo endoplasmatico (Yee, 1970)
y al aparato de Golgi (Proctor, 1971). La disposicidn de
estas estructuras se da en la cercania de vacuolas de tamafio
pequefio. ﬁsf mismo parecen tener una distribucién azarosa
en todo el citoplasma.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de
secrecidn se caracteriza por la participacidn de RER,
aparato de Golgi y granulos (Carne, 1984).

En el sistema de secrecién de la amiba es muy
probable que éstos estén participando cuando se activa el
proceso secretorlo de este parasito. Las evidencias
mostradas en este trabajo se limitan exclusivamente a
observaciones realizadas en células fijadas ¥y
permeabilizadas inmunolocalizando los componentes
de los GED por fluorescencia indirecta empleando un

anticuerpo anti-GED especifico en células activadas por

diferentes tiempos. Durante este proceso se logrd apreciar
una probable maduracidn del contenido de los GED. En
células no-activadas por coléagena, los componentes de los

GED se distribuyeron en la membrana plasmatica, en la

membrana nuclear y en el citoplasma . De esta manera



podemos sugerir que por lo menos algunas proteinas
contenidas en los granulos se presentan sn estas estructuras
gquiza debido al elevado sistema de intercambio de

membranas que ocurre en este organismo.

Durante la activacidn de la secrecidén hay un
reconocimiento principalmente dirigido a pequefios granulos,
que conforme aumenta el proceso de secrecidn son mas
evidentes.

Recordando el patrdn fluorescente del tiempo de
3h, observamos que casi no aparecen estos granulos y que a
las 6h aparecen éstos con una mayor frecuencia en todo el
citoplasma, lo cual nos indica que:

La aparicidén de la marca depende del tiempo de
activacioén, sugiriendo que el proceso de secrecidn de la
amiba es gradual, denominandose a este procesoc como
secrecidn regulada (Kelly, 1985; Lynn, 1987) ya que es
inducida por un estimulo, que en este caso es la colagéna, y
los productos finales se secretan en un tiempo prolongado,
lo que se confirma por las observaciones a las 15 h en donde
la marca ya no se observa en el citoplasma. Esto indica
que estos granulos son secretados al medio extracelular.
Esta observacidn se apoya en los resultados obtenidos por
ELISA, donde la cinética de secrecién indica que conforme
aumenta el tlempo de incubacidn con colagena el
reconocimiento por el anticuerpo disminuye.
Alternativamente, se piensa gque el aumento de reconocimiento

entre 3h y 6h de incubacién con colagena, nos sugiere la
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existencia de un procesc de sintesle de proteinas. Esto se
correlaciond cun los resultados obtenidos por los ensayos de
inmunotransferencia que revelaron 21 enriquecimiento de por
lo menos 5 bandas de proteina reconocidas por el anticuerpo
anti-GED durante el proceso de activacidn de la secrecidn.
Este aumento fué evidente hasta las 6 h, ya que a las 15 h
se mantuvo un patrén de bandeo similar al de las células no
activadas.

Las caracteristicas del proceso de secrecidn se
resume de la manera siguiente:

a) Es un proceso regulado, esto es porque
necesita de un estlimulo para la aparicidn progresiva de los
granulos, asl como una liberacidn de éstos al medio
extracelular, lo que ésta correlacionado con el tiempo de

activacidn.

b) Durante el proceso de secrecidn de este
parasito es evidente la capacidad de almacenamiento de los
productos de secrecidn en el citoplasma, localizAindose en

los granulos en proporcidn al tiempo de activacidn.

c) Existe la liberacién al medio extracelular de

estos granulos de secrecidn.

d) Probablemente durante la secrecidn exista una
coordinacidn de los organelos similares a RE y aparato de
Golgi, eulo gse detectd por medio del rastreo de los

produclos de secrecidn durante la activacidn.



€) Se sugiere un probale mecanismo de sintesis y/o
maduracién de los productos de secrecién de los GED durante
la cinética de secrecién en este parasito.

A continuacidén se muestra un modelo de la

secrecidn de este protozoario.

FIGURA 15 (A)

Trofozoitos de E. histolytica normales. En este mode-
delo se trata de representar las estructuras observadas por
estudios de ultrasstructurs con ME, donde cada organelo se
representa con una abreviatura.

N=ntcleo, P=polirribosomas, V=vesicula, AG=aparato de Golgi,
RER=reticulo endoplasmico rugoesc, M=microtuabulos,
Vi=vesiculas intranucleares, GED=granulos electrodensos.
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FIGURA 15 (B)

Modelo hipotético del proceso de secrecidn de trofo-
zoftos de E. histolytica. El modelo representa la secuencia
de eventos que podria ocurrir durante la secrecidn en trofo-
zoitos activados por 6h de incubacién con colégena tipo I.
El proceso da inicioc cuando la célula es estimulada por la
colagena, enseguida esta informacidén es probablemente tras-
ladada al nucleo, manifestandose este evento en la condensa-
cién y descondensacidén de la cromatina nuclear de la amiba.
Posteriormente al estimulo ocurre la sintesis de las protei-
nas de secrecidn ¥ su procesamiento a través de los organe-
los implicados en el proceso de secrecidn (RER y AG). Des-
pués de 6h de activacidn estos productos almacenados en los
granulos de secrecidn (GED) aparecen en mayor cantidad en
todo el citoplasma para luego finalmente fusionarse a la
membrana plasmatica y liberar a los GED. En observaciones
real izadas por MET se aprecid que los grénulos en su mayoria
carecen de membrana, !o cual nos indicaria una posible
fusidn membrana-membrana, (tanto del granulo como de la célu-
la) concluyendo con el procesc de exocitosis de los produc-
tcs secretores de la amiba activada.

N=nucleo, C=cromatina condensada, RER=reticulo endopla&smico
rugoso, AG=aparato de Golgi, V=vesicula, GED=grinulos
electrodensos.



61

En lo que concierne a los resultados encontrados
2n el nucleo,se piensa que existe una sincronizacidn de
la divisidn celular durante la activacidn de la secrecidn.
Esto es inferido de los resultados obtenidos por 5olis
(1985), donde muestra 4 estadios de divisidn nuclear de este
parasito en cultivos sincronizados con colchicina. Las
cuatro etapas que comprende dicho proceso abarcan la
condensacidn de la cromatina, la cual en etapas iniciales se
encuentra inmersa en todo el citoplasma. Conforme aumenta
el tiempo de la divisidén en ] nucleo ocurre, una
polarizacidn de esta cromatina, para luego distribuirse
de manera homogénea a cada uno de los nucleos hijos. La
figura (16), muestra la secuencia de los eventos.

Los resultados indican que cuando la célula es
activada para la secrecidn ocurre una sinecronizacién de la
condensacion y descondensacidn de la cromatina dentro del
nicleo, l!o cual probablemente sugiers que la colagena
estarfa influenciando ] proceso de transcripcifn &n etapas
de activacidn para la secrecidn; siendo un cultivo de
crecimiento heterogéneo, es decir, gque las células se
encuentran en diferentes etapas de crecimiento celular, la
colagéna resultd ser un posible estimulo que sincroniza el
crecimiento de dicho cultiveo,

En resumen:

A) El estinclo de la colidgena induce un proceso de
sincronizacidn, durante la divisidn nuclear, en

trofozoito: activaedos para lz secrecidn.



Interfase

FIGURA 106

Hodelo de la divisién nuclear. En el modelo ze mues-
tra un nucleo que realiza un ciclo de divisidn mitédtico. 1.-
pPrimers fase, donde se muestra la esferula yuxtanueclear;

Il.- la yema empieza a crecer; la condensacidn periférica se
distribuve entre ambos nucleos; [Il.- fase en la cual los
nucleos empiezan a separarse, y IV.- seo muestra la interfa-
se de Ios nicleos, "Tomade de Solis, 1986 en Transformacidn

genética vy divisidn nuclear en Entamoeba histolytica"”.
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B) La descondensacidn de la cromatina durante el proceso de
secrecion (principalmente a las 6 horas de activacidén) y su
probable condensacién (a las 15 horas de activacidn)
sugieren un evento de transcripcidn coordinado por el

estimulo de la colagena durante este proceso.

C) El nimero de nicleos que presentan marca fluorescente, se
correlacionan con alguna de las fases dae la divisién
nuclear. Muy probablemente, a las 15 horas de activacidn
las células presenian mayor numero de nicleos marcados por
que quiza es en esta fase cuando se dividen de manera mas

activa.



1X) CONCLUSIONES

Se puede concluir gue el proceso de secrecidn de
este parasito, cuando es activado con colagena tipo 1,
obedece a la ruta regulada y que durante este proceso ocurre
un mecanismo de maduracidn y/o sintesis de proteinas. Asi
mismo se sugiere que el estimulo provocado por la culégenal
tipo | es enviado al nicleo celular como una sefial
especifica que da como consecuencia la reorganizacidén de la
cromatina condensada o descondensada. Hablamocs de sefial
especifica ya que otros tipos de colagena como son la de
tipo 111 ¥ la de membrana basal no desencadenan el mismo
tipo de secreciétn (comunicacién personal: Dra. M. L. Mufioz).
Por Gltimo cabe seflalar que la secrecién de estos GED esta
en estrecha relacidon con el proceso de invasidn de los

tejidos del hospedero por el trofozoito.
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