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RESUMEN.

En este trabajo se realizd un estudio comparativo de isoenzimas de tro-
fozoftos y quistes de E.invadens IP-1,con objeto de buscar marcadores
bioquimicos asociados con el enquistamiento de los trofozoftos.Para lo-
grar este proposito se estudiaron algunas enzimas del metabolismo de los
carbohidratos:hexokinasa,glucosa fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa,
malato deshidrogenasa descarboxilante, que participan como énzimas inter-
mediarias en la via metabdlica de la degradacidn de la glucosa.lLas enzi-
mas alcohol deshidrogenasa NADP y NAD dependientes que participan en los
pasos terminales de la deg}adacién de la glucosa,las enzimas amilasa
quitinasa asociadas con la acumulacidn de glucdgeno y la sfntesis de la
pared celular en los quistes.Las enzimas hidroliticas inespecificas
esterasas y proteinasas y las protefhas no enzimgticas ferroprotefnas.
Como resultado de nuestro estudio encontramos datos que sugieren que -o
hay variacicn de isoenzimas en las siguientes enzimas:hexokinasa,gluczsz
fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa,malato deshidrogenasa,alcohol deshi-
drogenazsa NADP y NAD dependientes,pero si hay modificaciones percepti-
bles en las isoenzimas de las enzimas amilasas,quitinasas,proteinasas
esterasas.las ferroprotefnas que detectamos mostraron variaciones cuazmti-
tativas perc no icualitativas entre quistes v trofozoitos.Los datos z:e
se obtuvieron son compatibles con la visidn de que duiante el enquiscz-
miento zlgunas areas del metabolismo del trofozoito se modifican nota-
bleme;:e en los quistes mientras otras no.Sugerimos que el uso de iscezzi

mas es una metodologia poderosa para analizar las regiones del meta-:li:z-
D ; - o £
mo que sufren modificaciones cuando el trofozoi

en este pardsito.Ademds se hace una revision de la biolegia del trofzzzizo

y el cuiste del pardasito E.invadens.
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I. INTRODUCCION.
A.Generalidades.
a)Biologfa de E,invadens.
LDUbicacigg taxoné&ica.
E. invadens Rodhain,1934 es un organ{smo con la siguiente ubicacidn
taxondﬁica(Grassét1952,Levine y co0l.,1980):
Reino:Animal.
Subreino:Protozoa(Goldfuss,1817,Von Siebold,1848).
Phylum:Sarcomastigophora. (Honingbergé&Malamuth,1963).
Subphylum:Sarcodina. (Schmarda,1871).
Superclase:Rhyzopoda(Von Siebold,1845).
Clase:Lobosea.(Carpenter,1961).
Subclase:Gimnamoebia(Haeckel,1862).
Orden:Amoebida. (Erhenberg,1830).
Suborden:Tubulina(Bovee&Jahn,1966).
Familia:Entamoebidae(Calkins .1933).
Géhero:Entamoeba(Casagrandi&ﬁarbagallo,1595).
Especie:invadens. (Rodhain, 1934
2)Ciclo de vida.
E. invadens tiene un cfclo de vida con % etapas distinguibles morfoldéi~
camente:Fase de trofozofto,fase de prequiste,fase de quiste y fase de

£ ¢ r I + i : : -
trofozoito metaquistico.lLa tortuga Chrvsemis picta huesped natural

(Meerovitch,1958) se infecta mediante la ingestion de quistes viables
que desenquistan en el intestino del huesped.Del quiste emerge un tro-

£ & 3 14 2 1 £ ¥ : 1
fozolto tetranucleado gue se divide dando lugar a trofozoitos uninuclez-

dos(ocho) que se fijan a la pared intestinal maduran v pasan a la fase



Figura 1.-Ciclo de vida de E.invadens.
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de trofozofto activo,se alimentan,se dividen varias veces y- aumentan su
nimero.Por ra: .cs no conocidas algunos trofozo{tos cesan de alimentarse
y de moverse y el volumen del contenido de sus vacuolas citoplaémicas dis-
minuye se redondean y rodean de una pared celular.Simulté;eamente los cuer-
pos ribonucleoproteicos del citoplasma se agrupan formando barras croma-
toideas alargadas con extremos aciculares.En esta fase de su ciclo de vida
se le llama quiste.El nJEleo del quiste se divide y forma & nicleos en los
quistes maduros.Los quistes se dispersan en gran cantidad en las heces.Pa-
ra que el ciclo de vida se reinicie los quistes necesitan ser ingeridos
por un huééped apropiado va que su viabilidad es limitada.Su ciclo de vida
es idéntico al de E. histolytica que parasita humanos y es causante de la
amibiasis humana(Kudo,1960,Cheng,1973,Geiman y Ratcliffe,1936,Cervantes
y c0l,1980,Dobell,1928).

b)Biologfa del trofozofto de E. invadens.

1)Morfologfa y ultraestructura.

E.invadens forma parte de un conjunto de organismos denominados amibas
que agrupa especies heterogé%eas filoge:gticamente que comparten la ca-
racter{stica de poseer una morfologia altamente variable.Es un organis-
mo unicelular que posee una membrana plasmé:;:a sumamente dindmica rodean
do un citoplasma capaz de flufr en todas direcciones.El trofozoito mide

- = 5 3.1 3 - ] :
15.9pm de diametro promedio y presenta un nucleo de 4.78pm promedio con
Fe o i,
un endosoma opaco a los electrones que ocupa 207 del nucleo en la region
” - 1 3
central,granulos de cromatina condensada en la cara interna de la membra-

. — g - :
na nuclear vy ves{culas intranucleares sin funcion definida(Geiman&Ratt-

s T, = /
nelli v col,1966).El nicleo

B &
wn

cliffe,1936,5Siddiqui&Rudzinska, 1965, Rond

fu

esta contenido por una membrana nuclear que presenta poros en su



superficie (Deutch&Zaman,1959) .En el citoplasma no presenta mitocondrias,
aparato de Golgil y ret{culo endoplasmﬁtico.?resenta gréﬁulos electroden-
sos constituidos de glucdgeno y gotas de material lipfdico distribuidas
sin patrén definido,ribosomas,polisomas y conjuntos de ribosomas en dis-
posicidn helicoidal sobre haces de filamentos paralelos denominados
cuerpos ribonucleoproteicos.Posee un sistema vacuolar endoc{tico muy de-
sarrollado constituido de vacuolas de tamafio y morfologfa variable(Sidi-
qui&Rudzinska,1965,Rondanelli y co0l,1966,Deutch y Zaman,1958).La membra=-
na plasmatica tiene estructura trilaminar.En la cara citoplasmitica de
la membrana se detectan grdnulos ovalados sin funcidn definida denomina-
dos cuerpos ovales intramembranales.(Rondanelli y col,1966).La membrana
presenta receptores para Concanavalina A.(Trissl y co0l,1976).La regién
mis externa de la membrana presenta una cubierta que se denomind gluco-
calix analoga a la de las celulas animales(Siddiqui&Rudzinska,1965).E.
invadens presenta gran actividad fagocftica y pinoc{tica.Un estudio de
microscopia electrdnica de la fagocitosis del almiddh mostro” que duran-
te la fagocitosis hav emision de pseudﬁ}odos,rodeo de la particula y
endocitosis.(Zaman,1962).La pinocitosis también se ha estudiado en el
trofozoito,en medio axenico esta es el mecanismo principal para captu-
rar materiales nutritivos.Durante la pinocitosis aparecen ves{culas pi-

. s . = 4
aocfticas y se forman canales que se invaginan dentro del trofozoito.

4

> 7 i ] z 1 : | Mis e s g T
—as vesiculas estan limitadas por una region submembranal de material
fibrilar,probablemente componentes del citoesqueleto(Martinez

201,1976,Rondanelli v co0l,1968,Geiman v Ratcliffe,1936).



2)Bioquimica y composiciéﬁ de las
menbranas celulares de E..uvadens.
Comparativamente con otros aspectos de su fisiologfa las membranas de

E.invadens se han estudiado con detalle.(McLaughlin y Meerovitch,1975,

1975a,Van Vlieth y c0l,1976).Se les ha aislado mediante centrifugacion
diferencial.La membrana presentd alto contenido de colesterol,fosfolf%i—
dos,esfingolf&idos y fosfonolf;idos.De los 1{pidos complejos,la fosfati-
dilcolina(FC) fue el componente principal.Tambiéh se identificaron fos-
fatidilserina(FS),fosfatidiletanolamina(FEA),fosfatidilinositol(FI),es-
fingomielina(EFM) ,ceramidafosforilinositol(CFI),ceramidafosfoniletanol-
amina (CPE) ,ceramidaetanolaminafosfato(CEF),ceramidaaminocetilfosfonato
(CAP) ,ceramidaetanolaminafosfato(CEF).(Van Vlieth y col.,1975,Cerbon v
Flores,1981).Siendo CEF(14%),FEA(16%) y CAP(17.5%)los mas importantes
(McLaughlin y Meerovitch,1975).Las membranas de E.invadens presentaron

CEP,CAP,EFM,componentes que estan ausentes de las membranas de amibas de

n

. . P2 g 7.7
vida libre.El 1lipido CAP, resistente a la accion de las fosfolipasa
i 3 + .
v presente en alta concentracion en las membranas de estas amibas sugie-
* - 3 3 3 . /
re un mecanismo de resistencia hacia sus propias enzimas v las del huesped.
s
e " . 4.
(Cerben y Flores,1981).Estudios de recambio de los lipidos de la mem=-
brana mostraron que la tasz de recambio fue espec{fica para cada tipo de
lipidc.Por ejemplo,FIvCAP se recambiaron mostrando una vida media de 12h

v FEA » CFI con una vida -media de 24h,mientras que FC,EFM'FS no se recam-

3. . L4 P - . ¥ s - 3 PIRRY 3

biaron{cerbon y Flores,12Z1).Un hecho nctable fue el descubrimiento de
T o 4 . 1 2 - .

que la composicion de lipidos de las membranas plasmatica v fagolisoso-

males era diferente.las mezoranas internas se encontraron enriquecidas

i
- *

7 . . . -
en fosfolipidos(28%) contrz 17% de la membrana plasmatica.las membran

4]

g



fagolisosomales presentaron mayor cantidad de FS,mientras que la plas-
mélica presentd'una mayor canciuad de EFM.La membrana plasmética presen-
tg'una relacion de colesterol/fosfol{pidos de 0.85-0.93,mientras que las
membranas internas 1.05.La composicidﬁ y porcentaje de colesterol y fos-
folipidos dependio/de la composicidﬁ del medio de cultivo donde se desa-
rrollo.La remocion del suero del medio provocd la duplicacioﬁ de la con-
centracion de CFI y decremento de EFM y CPE.Los fosfolipidos de la mem-
brana son sintetizados por la propia amiba a partir de acido oleico y
linoléico,los que fueron esenciales para su supervivencia.la composiciéh
de fosfolfpidos de la membrana reflejo la composicioﬁ de acidos grasos
del medio(Van Vlieth y c0l,1975).Las membranas de E. invadens no presen-
taron un marcador enzimatico que copurificara durante el aislamiento.Fero
una Na,K,Mg ATPasa(6.2x) y una fosfatasa acida(8x) se enriquecieron leve-
mente. (McLaughlin y Meerovitch,1975,Van Vlieth y co0l,1976).De la membrana
plasmgrica se ha aislado una ATPasa Ca-dependiente(Zarain y Arrovo,1985)
Las membranas internas copurificaron con una fosfatasa glicerol-fosfato
dependiente(Van V1lieth y col,1976).Las protefnas de las membranas de E.
invadens se han analizado mediante PAGE,se encontrd que variaron en peso
molecular entre 10 y 70 KD,comparativamente menor en peso molecular v

niimero a las halladas en E. histolytica.(McLaughlin v Meerovitch,1975,

Aley v col,1980).Las membranas internas y externas de E. invadens difi-

18]
o

yservadas.Las membranas internas pre-

i

rieroz en el numero de protefna
sentaron mavor ndmero(l6) gue la membrana plasmética(lO).(HcLaugnlin v
Meerovitch,1975).Las proteinas de la membrana plasmatica presentaron al-
to grado de movilidad superficial,se redistribuyeron a um polo del tro-

” w W
3 - = : = - T o T .
EOZU].:O al lligar a:‘ltlcue‘:pos ant:su;e:‘ELCle,anamgo al proceso de capping



observado en linfocitos(Calderon y Mufioz,1980).Algunas hormonas lipfdicas
q
como por ¢ jumplo los 3-ceto-A-esteroides y el dietilestilbestrol inhibie-

ron narcadamente el crecimiento de E.invadens in vitro(Lesser,l953).No

se conoce s1 el sitio de accidn de estos 1fpidos esta asociado a la
membrana

3)Genoma de E. invadens.
Hay pocos datos en relacidn a la composicié% del genoma de E. invadens.
E]l DNA esta contenido unicamente en el nucleo pero el RNA esta presente
tanto en el nucleo como en el citoplasma.El contenido de DNA nuclear fue
de 3.2x10-13g para las cepas T1P-1 y 165 y de 3.7x10-13g por nucleo para
la cepa PZ de E. invadens,el contenido de DNA nuclear siendo estimado
mediante la reaccidn con difenilamina. (CGelderman y éol,lQ?l).La tempera-
tura media de desnaturalizacion del DNA fue de 80°C para la cepa IP-1 v
83°C para la cepa PZ v 165.E1 %G-C del DNA fue 26.1% para IP-1 y 33.4%
para PZ senalando diferencias intraespecificas.El DNA fue caracteris-
ticamente diferente y menor en ZG-C,Tm,y secuencias repetidas medidas me-

diante reasociaciéﬁique el DNA de E.histolytica.(Gelderman y col,1971b).

Estudios de fragmencacidh del genoma de E.invadens v E.histolvtica con

; . 7 o . :
la enzima de restriccion Eco-Rl vy la separacion de los fragmentos digeri-
- < 3 - r -
dos por electroforesis en geles de agarosa revelaron diferencias especi-
ficas significativas entre s v con respecto a otras especies de Entamoeba.
o - p g -
El analisis de las secuencias repetidas del genoma revelo que al menos

en parte este DNA amplificado fue ribosomal.( Bhuzltacharva v col,l988)

- * e . . ' -
ribucion del DNA se han revisado escasamen-

4

« . - 5 :
Los sitios de sintesis v dis

- -

te;Gosh (1969) demostro. usando la tecnica

(=9

e tincion de Feulgen,gque la

Lé ! r - . - w -
sintesis vy distribucion de acidos nucleices en Z.invadens fue similar 2z



7/
la de E. histolytica.El nucleo de los trofozoftos fue Feulgen nega-

tivo en interfase y Feulgen positivo en la zona del endosoma en pri - e
y anafase indicando que la distribucion del DNA dependiolde la fase del
ciclo celular.la regign del endosoma se considero como un sftio de con-
densacion del DNA nuclear previo a la division celular.(Pan y Geiman,
1955).E1 RNA en contraste adquirio’posicio; perifé}ica en la cromatina
en comparaciéﬁ con la que se presenta en las cé&ulas animales y una dis-
tribucié% citoplismica asociada probablemente a los RNA mensajeros y ri-
bosomales. (Gosh,1969,Pan y Geiman,1955).

&)Respiraciéﬁ de E.invadens.
E.invadens es un organismo anaercbio estricto v el oxfgeno lo destruve
en pocos minutos por efectos oxidantes sobre su metabolismo(Cheng,1973,
Gillin y Diamond,1980).Su sensibilidad al oxIgeno dependid de la tempera-
tura ,fue mayor para los trofozoftos a 24°C que a 0°C(Gillin y Diamond,
1980).Es posible que E.invadens pueda oxidar pequenas cantidades de oxi-
geno como E.histolytica(Montalvo y col,1971,Weinbach y co0l,1974).Los tro-
fozo{tos degradan glucosa ¥y almidon el cual en cultivos polixé%icos pro-
mueve su crecimiento(McConnachie,1955).E1 mecanismo de degradaciéh de la
glucosa en E.invadens no se conoce pero se suglere que debe ser similar

al ce E.histolvtica donde se ha estudiado con mavor detalle(McLaughlin v

Alev,1985,Reeves,1974) .E.invadens presenta una enzima sensible al oxigeno,

W

L

la ciruvato sintetasa(lLindmark,1976), que es una enzima que descarboxil

piruvato a AcerilCoA en presencia de aceptores de bajo potencial redox,

/ - .
que reciben los electrones del piruvato.Metilviclogeno,FAD,FMN,ferredo-

xinz fueron buenos aceptores.la enzima redujo el metronidazol lo cual

es interesante porque podria reflejar parte del mecanismo amebicida de



este compuesto.Otras enzimas del metabolismo respiratorio que se encon-
traron presentes fueron la malato deshidrogena: sscarboxilante,oxalo-
acetato reductasa.alcohol deshidrogenasa y adenilato kinasa(Lindmark,
1976) .Todas las enzimas se ubicaron en la fraccion soluble del citoplas-
ma.Los venenos de la respiraci&h aerobia no tienen efecto sobre los tro-
fozo{tos ya que carecen de citocromos y mitocondrias.Sin embargo,el 2-4
DNP un desacoplante de la oxidacion y la fosforilacion inhibe el trans-
porte de metronidazol radioactivo al interior del trofozofto impidiendo
la reducciéﬁ del metronidazol y aceptando electrones de un compuesto de
bajo potencial redox(Miller,1979).Se sugiere la existencia de un sistema
de transporte de electrones o cadena respiratoria compuesta de protefnas

de Fe-S similar a la presente en E.histolytica(McLaughlin&Aley,1985).

-~
5)Temperatura optima de
crecimiento de E.invadens.

’ g =
En contraste con E.histolytica que crece optimamente a 37°C(Dobell,1927,

1926,Diamond,1968)el rango de temperztura de crecimiento de E. invadens

-~ -~
fue de 20-27°C con un optimo de 24°C.Tanto en medio polixenico como mo-

e

o -5 — - - - - . -
noxenico(McConnachie,1955) .Estudios controlados en condiciones axenicas
de la cepa 165C2 de E. ipvadens precisaron” los rangos de temperatura,cre-

s

g - -~ ’ A
cio en un range entre 20-30°C con un optimo de 24-2

3
]

°C usando como cri-
terio de supervivencia el crecimients en agar(Gillin y Diamond,1980).

5 - ~ )
°C v murid rapidamente a 42°C pero

L

Lad

La temperaturz letazl minima fue de

4":

duran-

L }
iy

lentamente a 0°C.Se ha reportado una zepa adaptada a crece 3
te 190 subcultivos pero estos resultzcos no se han podido repetir por
otros investigadores(Coordeva,l196b6),.Z.invadens comparte requerimientos

similares de temperatura con las cepzs Laredo y Huff de E.histolyvtica.




6)Caracter{sricas del
crec.uw.ento de E.invadens.

- -
.invadens crece linealmente en cultivos monoxenicos y axenicos (Myer y

=

Morgan,1971,McConnachie ,196B).En contraste con E.histolytica que en las

nismas condiciones crece de forma exponencial(Diamond y col,1978).Las
causas de esta diferencia no se conocen pero se ha sugerido que despuéﬁ
de un ciclo de replicacion en E. invadens solo un t~~fozofto se divide
subsecuentemente(Myer y Morgan,1971).E.invadens incrementa su poblacidﬁ

a un 1imite makimo dependiente de la cantidad de nutrientes disponibles

y permanece con una densidad estable hasta que el cultivo declina por
11sis de los trofozo{tos y escasez de nutrientes.E.invadens es muy resis-

tente a la escasez de nutrientes en contraste con E.histolytica.

7)Hiperparasitismo en

E.invadens.
Se ha reportado la existencia de hiperparé%itos en E.invadens y E.
histolytica.Bird v McCaul(1976) proporcionaron evidencia con el micros-

- - 3 3 - - 3 z -
copio electronico de la presencia de rhabdovirus citoplasmicos en E.

invadens y E. histolvtica.Los virus tuvieron medidas de 210x90 nm en

promedio.Su nimero pcr celula fue de 50-100.¥0 se conoce si estos virus
dafian al trofozofto c modifican su virulencia.
Fd P
8)Huespedes de E.invadens

v patogenicidad.

E.invadens infecta gzran cantidad de reptiles tanto en la naturaleza como

en condiciones de cautiverio.Se ha reportade armiblasis en Varanus salvater

V.varius,Tiliqua sincoides,Pseudoboa clelia,larpropeltis getulus,Agkistro-

dom mocasim,Natrix rombifer,N.sipedon,N.sipedon s.,N.cvclopion,.Experi-

10



mentalmente se ha infectado a lagartijas como Anguis fragilis,Lacerta

mirsbi]lis,L.agilis,Agama citricolis,a vi{boras como Natrix natrix helve-

tica,N.viperina,N.maura,Coluber constrictor,Thamnophis sirtalis,T.sauritus,

Lampropeltis doliata,Storeria occipitomaculata,S.decaiyi,Opheodrys vernalis

Diadophis punctatus,a tortugas como Chrysemis elegans,C.picta,Chelidra

serpentina,Testudo tabulata,(Geiman y Ratcliffe,1936,Neal,1966).Es pro-

bable que la lista pueda ser agrandada conforme se realicen experimentos
de infeccion conm otras especies. S{n embargo otros reptiles son resisten-

-
tes a su infeccion.Anolis carolinensis ,Alligator missisipiensis,y Emys

orbiculatus son ejemplos.

. 4 . .
E.invadens no infectd ranas como Rana pipiens,Rana temporaria o peces

& P : 7
como Carassius auratus, (McConnachie,1955).Mds recientemente se reporto

que I.invadens causo amibiasis fulminante en el lagarte primitivo Sphenodon

punctatus(La tuatara) y en las tortugas marinas bebes Chelonya midas y

Caretta caretta(Werner y col.,1976a,1976b)Las serpientes venenosas

- -
Trimeresurus flavoviridis v del genero Botrops y Lrotalus tambien fueron

susceptibles(Ilshii v col,1981).
9)Citotoxicidad v factores

de virulencia de E.invadens,

E.invadens causa amibiasis en varios reptiles pero es especialmente pa-

¥ T 53 ol T AN kT ~ 1
togezo para las viboras(Cheng,1973,Geiman + Ratcliffe,1936,5i1l v Neal,

f / . . 5 . - - i
1954 .E1 parasito invade v destruve la pared intestinzl de su huesped

-
por zecanismos poco entendidos v se disemina a diversos organos princi-

3 - # 1
palmente el higado donde forma abscesos,causando mas tarde la muerte de
su hudsped(Geiman v Ratcliffe,1936,Barrow v Stockton,1960).4 diferencia
de EZ.histolvtica ,se conocen mucho menos los facteres de virulencia de

E.invadens(Ravdin,1982,Ravdin,1985). ugiere por analczf; que la adhe-

11



sich puede ser un factor de virulencia pero las lectinas que median esta
adhesion y reconocen los residuos de carbohidratos sobre las cel

-~
blanco no se conocen aun.En contraste en E,histolytica una lectina GalNac

inhibible se identifico como principal mediadora de citotoxicidad y viru-
lencia en el trofozo{to(Ravdin y col,1985).E.invadens se adhiere a

varios tipos de celulas.Enlaza eritrocitos humanos y de rept{l a 24°C
pero se adhiere con mayor afinidad por estos Jitimos(Keller y col,1988).
La adhesio; posiblemente sea influida por la temperatura y requiera de

un citoesquelezo intacto como en E.histolytica.(Ravdin,1982).La fagocito-

sis puede ser otro factor de virulencia de E.invadens puesto que es capaz
de fagocitar varios tipos de células(McConnachie,l955,Geiman v Ratcliffe

1936) .Pero en contraste con E.histolytica la capacidad fagocitica es me-

nor.Los trofozo{tos de E.invadens presentan actividad citotoxica depen-
diente de contacto.Trofozo{tos intactos indujeron la liberacion de Cr3l
de las celulas hepélicas de la linea Chang in vitro(McCaul v col,1978).
En las condicicnes de ensayo los sobrenadantes y homogenizados no fueron
citotdxicos suziriendo que se requiriofla integridad estructural de las
amibas para lsz expresiéﬁ de la actividad.la citotoxicidad se inhibid

~ 4

cuando los trciozoitos se incubaron er condiciones hipotonicas previo al
i Hoos -
ensavo o por lz adicion de inhibidores especificos de fosfolipasas sugi-
riendo que unz Zosfolipasa participd en el mecanismo de citotoxicidad.
s

Los homogenizzios de E.invadens no tuvieron actividad 1itica sobre los

. 5 ) 7 . 4 > i 3
eritrocitos de reptil en contraste con los de E.histolytica(Reller v cel.

1988).Los resu_tados comparatives sugieren la existencia de actividades

> g ;
citotoxicas presentes en mayor cantidad o diferentes en E.histolytica.

- - - . . S 3
LOS 23tos sena.-zin s1n embargo que los mecanismos citctoxicos de ambas

amitas deben ser esencialmente similares.Z.invadens al igual que E.

12



histolytica produce una prote{na que forma poros en las membranas de las
7

celulas animales pero su actividad fue menor ° :g y col,1982,Keller ¥y
c01,1988).E1 papel de esta prote{na en la viruleacia de E.invadens y E.

histolytica no es evidente ya que cepas de diferente virulencia tuvieron

la misma actividad de amebaporo.Un factor adiciczal de virulencia de E.
invadens pudiera ser la produccid% de enzimas proteol{ticas.Los homoge-

nizados de E.invadens y E.histolytica presentaroz actividad proteolftica

intensa en la fraccion soluble activable por SDS y 2-mercaptoetanol.Las
proteinasas fueron inhibidas por reactivos que ztacaron grupos SH(Avilz
y c0l,1985).Las enzimas proteolfticas pudieran ccasionar dano directo z
las células o indirecto por la degradacidn de st entorno inmediato.la

capacidad invasiva de E.invadens fue dependiente de la temperatura en

condiciones de infeccion in vivo.La inoculacion experimental de sepientes
con trofozoffos a 34-37°C solo produjo infeccio- transitoria mientras Zue
las serpientes infectadas y mantenidas a 21-23°C desarrollaron amibiaszis

invasiva. (Barrow y Stockton,1960,Meerovitch,1962,1961).Los datos sugieren

td -
que la invasividad dependio de la temperatura cel huééped.Los habitos =z21i-

=

mentarios pueden influir en la patogenicidad de Z.invadens.En la tort:

L1

Ed
C.picta su huesped naturzl que consume vegetale:s v por tanto gran c

e
[

o
Vi
(&}
(11}
(&%

de carbohidratos E.invadens es comensal(Meeroviz:zh,1958),en tanto que en

las vfboras que habitualmente son carnivoras us:zimente desarrclla unz

=
1]

amibiasis fatal.Las bacterias modifican la virulsncia de E.invade

< 5 o 1 5 | r { ~ —
E.histolytica.En general las cepas con la florz indigena asociaca son

T

rd -
mas virulentas que las mantenidas en condiciones monoxenicas o axeniczs

'd

E1l papel de las bacterias no se ha dilucidado z==,
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10)Estructura antigéhica de los

fozoftos y respuesta inmune
en la amibiasis producida por
E.invadens.

E.invadens produce una respuesta inmune humoral cuando se inyecta en

conejos (McLaughlin y Meerovitch,1975,Krupp,1966)lo que ha permitido
analizar las fracciones celulares donde los antf{genos se ubican.lUsando
la técnica de inmunoelectroforesis se compararon la antigenicidad de la
membrana plasméfica,vesfculas intracelulares y fraccion soluble del tro-
fozo{to.Se encontrd que todas las fracciones presentaron antfgenos pero
diferentes grados de antigenicidad.Los antigenos de E.invadens se loca-
lizaron predominantemente en una fraccion vesiculada citOplé;mica mientras
la membrana plasma’tica presentol menos antigenos(McLaughlin y Meerovitch,
1975¢c).Los ant{genos de E. invadens son predominantemente proteinas.
Durante la infeccion producida por el trofozo{to en sus huéépedes repti-
les probablemente induce una respuesta inmune humoral y celular cuando
invade la mucosa intestinal y se disemina.Sin embargo no hay datos del
tipo de anticuerpos o estudios de la respuesta celular ex sus huespedes

- i s -
naturzles.E.invadens v E.histolvtica presentan antigenos comunes pero

tambien gran cantidad de ant{genos diferentes.Usando comc antigenos li-

&
sados de cultivo de E.invadens en asociacion con Clostriiium welch

b
ede
in
m

observg utilizando la tecnica de inmunoelectroforesis que el antisuero

I

anti-E.invadens reaccioné con dos antigenos de

Jhistolvcica(Krupp,19083),

La cepa de E.histolvtica Huff que crece a temperatura ambiente intere-

- - ) . I3
santemente compartio gran similitud antilgenicsa
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por lo que su antigenicidad se ha estudiado en detalle.E.invadens
pres=r1a ant{genos superficiales como lo demuestra la reaccicn de redis-

tribucion de ant{genos de su membrana cuando anticuerpos anti-E.invadens

se unen a su superficie(Calderon y Munoz,1980).Mediante tecnicas de ra-
dioyodacid% superficial y enlace con Concanavalina A se aislaron ant{-
genos de superiicie de E.invadens,la mayor{a fueron glucoprotefﬁas de 14,
18,24,43,60v67%d de peso molecular siendo predominante el de 67KD.(Mufoz
y c01,1979,Acosta~Valle y co0l,1978).E1 enlace de ant{genos de superficie
por anticuerpes induce su modulaciéﬁ(Calderon y Murnioz,1980) .Este fendmeno
poco estudiade pudiera ser en parte responsable de los mecanismos de eva-
sich de la respuesta inmune del hUESped.

11)Isoenzimas de E.invadens.

Con objeto de svaluar la variabilidad genética de diferentes cepas den-
tro del géherc Entamoeba,asf como para hacer estudios comparativos del

patr&h de isocezzimas de diferentes especies y para asociar patrones es-
pecificos con la virulencia particular de cada cepa,se han estudiado las

isoenzimas de Intamoeba.Mediante electroforesis en acetato de celulcsa

se encontro que E.invadens presentd una banda de actividad de glucokinasa

que migré mas _sntamente que las 2 isoenzimas correspondientes de

A . a . o e . : 3 - -
histolytica sirviendo esto para diferenciar ambos organismos(Reeves
co0l,1967).Las isoenzimas de glucokinasa EC2711,glucosa fosfato isomerasa,

EC53319,fcsfoglzcomutasa,EC2751, malato deshidrogenasa descarboxilante EC

Jb

1120 y NaDP Ziaforass,fueron analizadas con objeto de hacer un estudio
comparativo de ZIntamoeba(Reeves y Bishop,1968).Los resultados mostraron

gran similituc

1

ntre Z.invadens v E.terrzpinae.Sargeaunt v Williams

s 1 = e s : 3 : . Y
(1980) ,usando zlectroforesis en geles de almidon para separar las iso-

15



enzimas confirmé las observaciones hechas para los patrones de las enz{-

mas glucosafosfato i« _rasa,fosfoglucomutasa y malato deshidrogenasa.Sin

embargo, encontraron diferéncias intraespec{ficas entre cepas diferentes
de E.invadens.Las cepas BAH y PZ presentaron diferencias en la migracion
al anodo de la fosfoglucomutasa.En sus ensayos la mzlato deshidrogenasa
de ambas cepas tuvo dos isoenzimas, mientras que la glucosa fosfato iso-
merasa y fosfoglucomutasa solo una(Sargeaunt y WillZams,1980).En ninguno
de los estudios se intento asociar el patron isoenzimitico con la viru-

lencia como se ha hecho para E.histolytica(Sargeaunt y col,1978).Median-

te filtracidn en gel en los extractos de trofozo{tos de E.histolytica se
han detectado dos isoenzimas de 1la alcohol deshidrogenasa,cuatro de la
fosfatasa éhida,seis de la esterasa,seis de la amilzsa y dos de la glu-
cosidasa (Muller y c0l,1988) si hay isoenzimas de estas enzimas en E:
invadens queda por ser investizado.

C.Biologia de los quistes
de Entamoeba.

1)Generalidades.

Los quistes de Entamoebz son de extraordinaria impc-tancia para el pa-

Iy s .
rasito va que permiten su disexzinacion haciz otro -issped por ser es-

. - . - P ) 4 /.
tructuras de gran resiszencia gque mantienen la viast-ilidad del parasito
en un medio adverso(Kuéc,19€0,Cheng,1973,McConnackiz,1969).Cozparativame

% . - - 4 4 1
te con los estudios acerza de leos trofozoitos los zuistes son mucho meno

conocidos en vista de 1z dirficultad experimental de 2btener czantidacdes

adecuadas para realizar estudios en ellos.El objetivo de los parrafos

’
siguientes sera analizar los datos que se conocen z= la

quistes.En vista de la ezcasez Ze datos se
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efectuados en diferentes especies de Entamoeba pero haciendo énfasis en
E.invadens.
2)Morfologfa y ultraestructura

Los quistes de E.invadens tienen un didmetro de 11-20pm con un promedio

de 13.8um.Son mayores que los quistes de E.histolytica que tienen un

didmetro de 12 Pm(HcConnachie,1969).Tienen una formz esferica y estan
rodeados de una pared celular.los nucleos son identicos a los del tro-
fozo{to.Presentan una vacuola de glucﬁgeno que ocupe gran parte del
citoplasma a menudo empujando a los nucleos del quiste hacia la periféL
ria(McConnachie,1969,Kudo,1960,Cheng,1973) .Presentar en el citoplasma
estructuras caracter{sticas llamadas cuerpos cromatcides que son barras
de ribonucleoprote{nas con afinidad por los colorantes bé%icos.En_Eﬁ_
invadens los cromatoides varfan de forma de palillo a masas irregulares

o de forma aciculada(Geiman&Ratcliffe,1936).Usando el microscopio electrél
nico se ha estudiado la ultraestructura de los quist2s de E.invadens y E.
histolytica(Chavez y col,1978,ProctoraGregory,1973).20s zuistes de E.

-
invadens presentaron las mismas estructuras vistas zI microscopio electro-

nico que los trofozo{tos por lo que no se discutirar en detalle,Distinti-

vamente en los guistes se observanen el citoplasma zzreczados cristalinos

de miles de ribosomas dispuestos en forma helicoidal sobre haces de fila-

mentos paralelos que son los cuerpos ribonucleoprotzicos con dimensiones
LT = ST il o o = 1

de 8x3x3pm.0tra caracteristica distintiva fue la pressenciaz de vacuolas

-

<
citoplasmicas con zranulos electrodensos en el citczZasma.los quistes

[V

-
acumularon masas granulares de glucogeno.Dependiend: del zrado de madura-
7, . o / - = 2 = P
cion se observaren l-- nucleos de =enor tamato gue 2= &l trofozoeito
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observa como una malla fibrilar de 100-400nm situada en estrecha unidn
con la membrana plasmética,con 2 o 3 capas distinguibles.En el quiste 1l¢
membrana plasmgfica presentd'invaginaciones profundas de la superficie al
interior cit0p1§§mico.(6havez y €01,1978).Los quistes de E.histolytica
fueron similares pero las vacuolas con grdnulos electrodensos fueron mas

escasas.El grosor de la pared del quiste de E.histolytica fue de 125-150nm

Una distincidn importante entre los quistes de E.invadens y E.histolytica

y los trofozo{tos fue que presentaron los primeros menor numero de vacuolas.
(Chavez y c0l1,1978) .En un estudio de microscopia electronica mediante la
tecnica de criofractura aplicada a la membrana de trofozoftos y quistes

de E. histolytica,Yoshikawa y col,(1988),se encontrd que las partfﬁulas

intramembranales fueron mas escasas en los quistes que en los trofozo{tos.
En los trofozoftos las particulas intramembranales tuvieron una densidad
de 1139+105/pm2 en la cara citopldsmica y una densidad de 9/pm2 en la cara
externa.En contraste en el quiste la densidad de part{culas intramembrana-
les fue de 6+2/pm2 en la cara citoplasmica y menos de 1/pm2 en la cara
externa.Las partfculas intramembranales probablemente fueron proteinas
integrales cuya sintesis se reprimid en el quiste.lLa ultraestructura de
los quistes se ha observado en condiciones en las que se han administrado
metronidazol y los inhibidores de la si{ntesis de protefinas rifampicina

v emetina en dosis subletales.El tinidazol v la rifampicina indujeron

- - o 1 - ]
la aparicion de vacuolas con elementos membranosos en su interior v ve-

s d s
proximas a la membrana plasmatica.la emetina indujo la aparicion de ve-
1 i3 7 - " 4 ! - I3
siculas y cisternas aplanadas en 22Zh de incubacion(Mora Galindo y col,

1986).Como en el caso de otros inhibidores la emetina tambien indujo la



aparici&ﬁ de vacuolas electrodensas pré%imas a la membrana plasmﬁfica.
La emetina y tipidazol provocaron el desarreglo de .a estructura fibri-
lar de 1la pared,pé}dida de su grosor y desprendimiento de la membrana
del quiste.(Mora Galindo y co0l,1986).Estos datos sugieren que los farma-
cos interfirieron el proceso de bios{ntesis y exportaciéﬁ de la pared de
los quistes.

3)Los cuerpos cromatoides

de E.invadens,

Debido a la complejidad estructural e importancia fisiolgéica de los
quistes muchos investigadores del géherc Entamoeba se han interesado en
el estudio de los cuerpos cromatoides.Enseguida precisaremos datos sobre
la ultraestructura y composiciéh de gstos.Inicialmente los cuerpos cro-
matoides se designaron como elementos para servir al quiste como dep651t0

y almacenamiento de protefnas(McConnachie,l969,Barker y Deutch,1958).
La demostracion citoquimica de la presencia de RNA y prote{nas en los

’ . ; v

cuerpos cromatoides sugirio un papel mas importante.Hasta la utilizacion
del microscopio electrdnico no se logro/precisar la estructura de los
cuerpos cromatoides.Las micrograffas sugirieron una estructura cristali-
na con masas de particulas peguefias,las cuales se pensaron eran virus
cristalinos.Barker&Deutch en 1958 describieron mediante estudios de
microscoepia electrdnica que los cuerpos cromatoides estuvieron constitui-
dos por ribosomas ordenados en forma cristalina(Barkeré&Deutch,1958,51idi-
qui&Rudzinska,1965) .Encontraron, por medio de mi:rograffas’que tuvieron
una dimensicn de 1x0,5x2.9x7pm.Los cuerpos cromatoides estaban compuestos
por arreglos paralelos de 9-34 laminas con ancho individual de lamina de

250-350 & y una distancia intralaminar de 100-150 R.Describieron una



disposicidﬁ helicoidal de los ribosomas en cada laminilla.Morgan y col
(1965,1967,1968)mostraron que s cuerpos cromatoides tuvieron dimensiones
de 3x3x8pm.Observaron un arreglo hexagonal de las hélices de ribonucleo-
prote{na.Hediante la técnica de difraccidn 6}tica determinaron los para-
metros de la helice y pudieron dilucidar la disposicidn de los ribosomas
en la hélice.La hélice esta constituida por dos cadenas opuestas cada

una consistente de 6 ribosomas por vuelta.Una cadena se superpone a la
otra mediante rotacion de 150° y translocacion de 75% sobre y a lo largo
del eje de la hélice.los ribosomas de 180% de diametro entran en contacto
unos con otros(Morgan y Uzman,1967).Una descripcidn detallada de la dis.
posicidﬁ de los ribosomas en la hélice y los aﬁgulos y distancias entre
ribosomas contiguos es dado por Morgan(1965,1967,1968).Lake y Slater
(1972) ,hicieron una reconstrucciéﬁ tridimensional de 1la hélice del cuerpo

-
cromatoide de E.invadens a partir de micrografias electronicas de seccio-

nes .Encontraron que la unidad de la hélice,el ribosoma o un precursor

de €ste,contuvo 3 regiones de densidad definida.la regidn nas grande de
densidad llamada L se localizo cerca de la periferia de la hélice de for-
ma circular.Midid 220% axialmence.l50X% radialmente v 250K tangencialmente

dvacente denominada subunidad

W

rd . 7
con un voliumen de 4.9x106&3.La region mayor
#: hd 3 1 ' .
S se enlazo con la subunidad L axialmente v tuve una anchura maxima
perpendicular al eje mavor de 1608 v una minima de 302.E1 volumen de la
subunidad S fue de 2.9x10683,Finalmente v para su sorpresa demostraron
s Id . 3 1 . ./ .
la presencia de una particula adicional que denominaron particula X.La
partfcula tuvo un volumen de 0.9x10683.Las partfculas L y S pueden equi-
pararse a las subunidades mavor y menor de los ribosomas mientras la
/ ; 5 i - L e oy
particula X tiene una funcion no descrita aun(Lake y Slater,197I).

Los cuerpos cromatoides de E.invadens presentaron un alto contenido de



triptofano.Cada quiste presentd” un contenido de 4x10-5g de este amino-
acido.Provaplemente el triptofano estuvo asociado a los cromatoides y
ribosomas formando cristales(Morgan y col,1974).Las protefnas ribosoma-
les de animales tuvieron 1% de triptofano mientras que los cuerpos cro-
matoides tuvieron 33%.Czeto y co0l(1973),mediante el uso de microespectro-
fotometr{a aplicada a soluciones de quistes en el rango de 240-360nm
encontraron que los cuerpos cromatoides de los quistes de E.invadens pre-
sentaron un espectro de absorcion a 275nm anélogo a la curva de absorcidn
obtenida por soluciones de triptofano adicionados de ribosomas de embrign
de trigo.Quistes expuestos al aire y analizados 24h después presentaron
espectros de absorcion a 260 y 310 nm similares a los obtenidos por so-
luciones de formilkinureina y ribosomas.A los 3 dfas de exposicion al
aire los quistes mostraron espectros de absorcidn comparables a los obte-

/
nidos de ribosomas de embrion de trigo,kinureina y ribonucleasa in vitro.

rd
Los datos en opinion de Czeto v col. sugirieron que los quistes presen-

taron triptofano asociado a los cuerpos cromatoides.El triptofano se de -

% 5 3 : ; o g :
grado por su exposicion al aire formando compuestos de oxidacion kinureina

-

-
v formilkinureina.los datos de titulacion optica sugirieron que los cro-
matoides presentaron 30% de triptofano v n0% de ribosomas.Zstudios del

s
analisis del contenido de Zn de los quistes de E.invadens mediante es-

- -

o 'l ., - - & _a ) - -
pectrofotometria de absorcion atomica,anazlisis de la sedal de Zn a los
rayos X v tincion con ditizona =mostraron que los quistes de E.invadens

/’
presentaron dentro de los cromatoides lpg de In por quiste,concentracion
muy elevada para una estructura celular. (Morgan&Satillaro,1972).E1l Zn
se acumuld del medio de cultivo en los cromatoides 105 veces.Morgan v

g " / ’ ; g
Satillaro calcularon que el numero de atomos de Zn fue igual al numero
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de ribonucleotidos del RNA ribosomal presente en los cuerpos cromatoides
sugiriendo que su papel in vivo fue neutralizar la carga de los ril . .-
cleotidos y contribuir a la estructura cristalina de los cuerpos croma-
toides e impedir la destruccion por ribonucleasas intracelulares.
Los cuerpos ribonucleoproteicos estan presentes en los trofozo{tos tambien
pero el grado de agregaciéﬁ y la cantidad de cuerpos ribonucleoproteicos
dependid del estadio de crecimiento de la amiba y el tipo de medio en
que se encontraba.los cuerpos cromatoides parecen tener un ensamblaje ci-
t0pld;mico.La observacion de helices de ribosomas libres sugirieron un
ensamblaje citopléémico.Kress y col(1971) intentaron mediante microscopia
electrdnica y autorradiograffa investigar los sitios citopléémicos de
ensamblado.Estos autores mostraron una relacion entre filamentos citoplas-
micos y ribonucleoprotefnas y la existencia de sitios citopla;micos espe-
cfficos de formacion de cuerpos ribonucleoproteicos.Trofozoftos tratados
con vinblastina 5.4x10~-4M presentaron masas de cuerpos ribonucleoprotei-
cos en 6 h.El estudio de la secuencia de eventos ocurridos por el trata-
L4 -~
miento anterior ayudo a dilucidar los eventos tempranos de formacion de
cuerpos ribonucleoproteicos.En areas libres de glucééeno con ribosomas
dispersos y meterial amorfo opaco a los electrones se formaron polisomas
pero no cuerpos ribonucleoproteicos en un perfiodo comprendido entre 30
min. v 3 horas.En 3-6 horas aparecieron mas zonas libres de glucoéeno
con ribosomas libres y filamentos.Algunas zonas presentaron filamentos
citoplé;micos empacados densamente.Otras zonas se observaron con helices
de ribonucleoprote{nas apiladas y esparciadas entre filamentos,polisomas
v ribosomas libres(Kress y col.(1971).Estos datos sugieren una secuencia
compleja de eventos que originan la formacion de los cuerpos ribonucleo-

rd
proteicos.Debe haber una interaccion coordinada entre el citoesqueleto ¥y
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los ribosomas en el trofozofto.Los cuerpos cromatoides son escasos en los
trofozoftos en crecimiento activo en medio axel en contraste con su
presencia en mayor nimero en los trofozoftos en fase estacionaria o cre-
cidos en cultivo polixéﬁico lo que senala una relacion entre el estado
nutricional y su formacidn(McConnachie,1969,Rossenbaum&Wittner,1970).Los
cuerpos ribonucleoproteicos pueden inducirse tambien por medios distintos
a los qufmicos como lo es el choque osmbtico.Se ha sugerido que el proce-
so de desensamblaje y disgregaciéﬁ de las hélices de ribonucleoprote{na
debe ser el proceso inverso de su formacion,lo que ocurre scbre todo du-
rante el desenquistamiento.Los datos sugieren que la formacion de helices
de ribonucleoprotefhas dependen de factores no descrftos en detalle atn.
Uno de los objetivos para los investigadores que estudian la fisiolog{a
de Entamoeba deber{a ser el conseguir la cristalizacion y formacion de
cuerpos ribonucleoproteicos a partir de componentes aislados.la crista-
lizacidn in vitro permitir{a la realizacion de analisis de difraccion de
rayos X lo cual har{a posible hacer mapas precisos de las protefnas ri-
bosomales en las subunidades,objetivo no logrado aﬁh en ningun organis-
mo.

4)Variaciones en el tamafie de

los quistes de Entamceba.

- — - - . I3 - o~ T -
En E.invadens los quistes presentan varizcion en su tamano dependiendo

W

bacterizn

i)

de las condiciones del medio en el que se obtienen v la flor
. B [ :
asociada,pero caen en rangos suficientemente especificos para caracteri-

zar una especie(Geiman&Rattcliffe,1936,McConnachie,1955,196%).En E.

Fin,

=

histolytica sin embargo existen al menos dos razas que difieren estad

FomA

ticamente en el tamano de sus quistes(Sappero v col.l94.l).E.hartmanni

E.histolytica se designaron como razas de una misma especie produciendo




quistes pequefios y grandes respectivamente.Sin embargo en la actualidad
se consideran dos especies di._.c<ntes basados en criterios fisiolggicos
y diferencias morfoléﬁicas.La raza de quistes pequenios es menos patdgena
que la de quistes grandes(McConnachie,1969),

5)Biosfhtesis estructura

y composicién de la pared celular

de los quistes de E.invadens.

La pared celular de los quistes de Entamoeba es una estructura que rodea
a los quistes y esta estrechamente asociada con la membrana celular.Al
microscopio 6btico se observa como una pelfCula de alta refringencia que
rodea al quiste.Los quistes son extremadamente adhesivos entre s{ y for-
man racimos cuando se obtienen de cultivo.lLa pared celular de los quistes

de E.invadens fue mas gruesa que la de los quistes de E.histolvtica y

presentg mayor numero de capas fibrilares(McConnachie,1969,Chavez y col,
1978) .Mediante microscopia electronica de barrido se ha observado la pre-
sencia de un poro en la superficie de la pared celular probablemente si-
tio especializado por el cual el trofozo{to escapa del quiste (Morales-
Vallarta y col,1989).La pared celular de los guistes es relativamente
rigida v retiene su forma después que la amiba ha escapado.La pared ce-
lular de E.histolytica v E.invadens es permeable por lo que los quistes
son susceptibles a la desecacion.Quistes secos y vueltos a hidratar fuercn
incapaces de eclosionar(Reardon y col.1952).Pruebas citoquimicas reali-
zadas en quistes de E. histolvtica demostraron la presencia de prctefﬁas
en la pared celular,sin embargo,fue resistente a pancreatina,tripsina v
pepsina.Es de interés notar que la pepsina hizo un hoyo en la pared de los

P . - . g 4 i e e i
quistes indicando zonas de fragilidad asociadas con proteinas(Kofoid,1%31)

La pared celular de los quistes fue insoluble en agua pero soluble en la
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presencia de acidos fuertes.Arroyo y col.(1980) demostraron que elwcompo-
nente »:incipal de la pared de los quistes fue el polisacarido aminado
quitina.Quistes tratados con HCl 6N durante varias horas liberaron 25%

de aminoazdéares,ZZ de azucares neutros y 0.08% de acidos uronicos.Evi-
dencia adicional se obtuvo al someter las paredes purificadas con HC1l 1N/
NaOH 1N,al analisis de difraccion de rayos X.El pa:réh de difraccié% ob-
tenido fue  caracterfstico de quitina(Arroyo y co0l,1980).La pared celular
aislada y en el quiste intacto enlazd Calcofluor M2r un colorante fluore-
scente espec{fico para quitina y otros P-polisacgridos.El colorante dio
lugar a una fluorescencia azul de la pared del quiste en un fondo obscu-
ro visto al microscopio de fluorescencia(Ramirez Rojas vy co0l.1980,Arrovo

y c0l1,1978).Estudios de microscopia electréﬁica de la pared de los quis-
tes tratados con alcali concentrado a 120°C durante 60 minutos revelaron
que la pared de los quistes presentd‘diferenciacidh regional.El lado in-
terno de la pared fue irregular con algunas fibrillas mientras que el
externo fue mas uniforme con una densa estructura microfibrilar con arre-
glo aleatorio interlazado(Arrove y col,1980) .Estos mismos autores en el
1982_demostraron los sitios de ubicacidn de la quitina en la pared celu-
lar de los quistes usando la aglutinina de germen de trigo(AGT) unida aoro
coloidal como rastreador de la quitina.Los quistes se tiferon rojo vino
mientras que los trofozoftos no.la observacion al microscopio electronico
de los sitios de deposicidﬁ de la AGT-oro coloidal mostro gue las parti-
culas se enlazaron directamente sobre la superficie de la pared vy en la
matriz de la pared celular en secciones transversales de la pared indi-
cando una distribucidn de las fibras de quitina en todo el espesor de
esta.los inhibidores de la s{ntesis de quitina pelioxina D y nikomicina

. oz 5 Lo
50pg/ml inhibieron la s{ntesis de quitina y la formacion de la pared ce-



lular en quistes en proceso de enquistamiento asi como también se inhi-
bid la incorporacion del precursor NacGlu radioactivo (Avron y co' 1582).
De igual manera el Calcofluor M2r 0.05% inhibid la s{ntesis de quitina

y la formacidn de la pared celular en trofozoftos en proceso de enquis-
tamiento y la incorporacidn de NacGlu radioactiva(Arroyo y co0l,1982).
Estos farmacos posiblemente interfirieron con la formacion de quitina
recién sintetizada.Pocos datos se conocen acerca del mecanismo de biosin-
tesis de quitina en E.invadens.Ramirez Rojas y co0l(1982) midieron la ac-
tividad de quitina sintetasa en los quistes de E.invadens en proceso de
enquistamiento.Sin embargo la presencia de quitinasa en los extractos
impidid'una medicion eficiente de la incorporaciéﬁ de UDP-NacGlu radio-

activa a la quitina.Usando quitina sintetizadea por Neurospora crassa

marcada radioactivamente comc substrato los extractos de E.invadens(100pl,
0.8-1mg protefﬁa) degradaron 67% de la quitina en 12 h de incubacion.
Intentos de medir la actividad de quitina sintetasa por incorporacidh de

NacGlu radioactiva en oligosacaridos de quitina comc quitobiosa no dieron

r
resultado ya que la tasa de incorporacion de quitina fue baja y muy varia-
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ble indicando que la medicion de la actividad de la enzima no fue eficiente.

Notablemente en este sistema de ensavo los trofozoftos no presentaron
actividad de quitinasa siendo esta una actividad exclusiva de los quistes.

Los resultados indican la complejidad del problema de medir la sintesis

1a

de quitina.lLa purificacion y liberacion de compuestos inhibitorios de 1la

4l como

-

enzima o el desarrollo de sistemas de ensavo diferentes se perii

estudios obvios para resolver el problema,los procesos subsecuentes a la

tes de la pared y los medios de su transporte externo Son procesos poco

conocidos.



Mediante tincion con Calcofluor M2r de los cultivos enquistantes se ha
observado la presencia de paredes celulares auurmales en trofozoflos en
proceso de enquistamiento las cuales tenfﬁn forma de saco irregular,
Calcofluor positivo.En opinidn de Ramfrezy col(1980) la formacicn de estas
paredes celulares anormales puede deberse a que en algunos trofozoftos
el est{mulo de enquistamiento no coincide con una etapa apropiada del ci-
clo celular e inician la si{ntesis de la pared desordenadamente.Sintetizan
pared celular aun cuando el trofozofto es mdvil pero debido a esta moti-
lidad la pared se distorsiona,

6)Variaciones bioquimicas en el

enquistamiento de Entamoeba.
Durante la diferenciacion de Entamoeba hay expresion de genes no activos
en el trofozofto.Solo recientemente se ha comenzado a explorar las varia-
ciones asociadas con la transformacion de trofozo{to a quiste,las cuales
deben ser muy importantes va que el paso de un trofozofto que es muy ac-
tivo metabdlicamente a un quiste que metabdlicamente estd en reposo debe
acompanarse de modificaciones metabolicas importantes.Avron y col(1986),
v Chaven y co0l(1985),mostraron la presencia de glicoprotefﬁas especificas
de los quistes las cuales no estan presentes en los trofozoftos.las gzli-

; Ve ; o s y
coprote{nas estadio espec{ficas tuvieron afinidad por la aglutinina de

wn
Fal
3

(4]

germen de trigo v tuvieron pesos mecleculares de 250,105,95Kd.Las gli

¥y

\

”
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proteinas de 205 y 103Kd tuvieron acido sialico en su estructura como se

T # I3 . I3 . . il I - Yy N .
demostro mediante su aislamiento y caracterizacion(Avron v col,1986).%Ya

- . - - . F 3
que el acido sialico esta ausente de los trofozo{tos estas glicoproteinas

son fuertes candidatos como marcadcres del enquistamiento.Chaven v ¢

-
(198 8).Demostraron que E.histolytica crecida en medio monoxenico de Jcnes
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sujeta a enquistamiento produjo quistes qﬁe enlazaron la lectina especffica

para acido sialico de Lir 5 poliphemus.Las variaciones bioquimicas aso-

ciadas * incluyeron la apariciéh tambien de dos glicoprote{has con acido

sialico de 100 y 150Kd ausentes en los trofozoftos indicando que las
glucoProtefnas con acido sialico son importantes para el enquistamiento
en Entamoeba.(Chayen y col,1988).Que estas glucoprotefnas son espec{ficas
de quistes es reforzado por el hecho de que anticuerpos monoclonales pro-
ducidos contra las sialoglicoprotefﬁas de E.invadens tineron exclusivamente
a los quistes.E.invadens no sintetizé acido sialico y lo incorporo'de las
protefnas del suero indicando que las gliCOprotefnas con acido siglico
del huéﬁped pueden ser degradadas y reprocesadas por el para;ito.No es
claro afin si las glicoprotefnas acido sialico especificas se localizan
en la pared celular o en la membrana celular del quiste.Se ha sugerido
que el papel biol&éico funcional de estas protefnas de los quistes serfa
el siguiente:La carga negativa de los acidos sialicos podrfa ayudar a los
quistes formados a liberarse de la pared intestinal y protegerlos del
sistema inmune y actividad proteolftica de las heces(Chayen y col,1988}.

7)s{ntesis de DNA,transcripcion vy

traduccion durante el enquistamiento

en Entamoeba.

Sirijantakarn v col(1980) estudiaron cuantitativamente mediante experi-

(7]

mentos de incorporacid% de timidina-H3 las variaciones del DNA de los tro-
fozoftos en proceso de enquistamiento.Mostraron que los trofozoitos trans-
feridos a medio de enquistamiento axenico incorporaron timidina hasta la
formacion de la pared celular del quiste(30h) decavendo despuéé marcada=-

P - 4 ‘ - 1 1 £ -
mente sugiriendo que la sintesis de DNA y la pared celular fueron eventos

; 4 / : : 4 5 .
simultdneos.La sintesis del DNA concluvo antes de la ocurrencia de las
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diQisiones celulares que suceden en la maduracion del quiste.Tambiéﬁ midie~-
ron ~1 contenido de DNA de las céiulas en diferentes fases del enquistamien-
to,a las 12 h de transferencia al medio de enquistamiento encontraroﬁ un
valor promedio de 0.151pg/cglula,en la fase de prequistes a las 24 h en-
contraron un valor de 0.108pg/célu1a,a las 30 h etapa de quistes inmadu-
ros encontraron un valor de 0.119pgfcéiula y a las 48 h etapa de quiste
maduro un valor de 0.155pg/céiula.£n opinio% del autor anterior los datos
de los valores del DNA encontrados fueron compatibles con la idea de que
los trofozoftos que enquistaron estuvieron en la fase G2 de su cfclo ce-
lular y con un complemento genético haploide sugiriendo que durante el
proceso de enquistamiento ocurrio una division celular y s{ntesis de DNA
antes de la divisidn de los ndﬁleos en los quistes en maduracion.Con ob-
jeto de saber si ocurrieron o no divisiones celulares antes de enquistar-
se los trofozoftos se marcaron radioactivamente con timidina-H3 en el me-
dio de crecimiento y se transfirieron a medio de enquistamiento.En los
quistes cosechados se midi&pla radioactividad residual.Los datos indica-
Ton que mas del 50% de la marca se perdid indicando la ocurrencia de al
mencos una divisid% celular.

La sintesis de protefnas disminuye durante el enquistamiento,como lo de-
muestra la incorporaciéﬁ de aminoicidos radioactivos en los trofozoftos
enquistantes(Kumsamrarn v col,1975).La formacion masiva de ribosomas cris-
talizados en los cuerpos cromatoides sugiere que en los quistes
somas en su mayoria no son activos en la traduccidn(Kumsamrarn y ¢0l,1975,
Barker y Swales,1972).La traduccion de los ribosomas en los quistes xme-
dida mediante la incorporacidﬁ de fenilalanina fue ancrmal.Los ribos

aislacos de los cuerpos cromatoides de los guistes fueron menos eficientes
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que los ribosomas aislados de los trofozoftos en la traduccion de poli-
fenilalanina en las mismas condiciones(Kumsamrarn y col,1975b, . _u adicidn
de una fracci&% de sobrenadante de los trofozo{tos sin embargo restaruro’
su capacidad de traduccion a niveles normales sugiriendo que en los quis-
tes existieron factores inhibitorios o que los factores que participan en
la traduccion se encontraron en condiciones subdﬁtimas o aun ausentes.
Una pregunta muy importante es si los ribosomas de los cuerpos cromatoi-
des de los quistes y los trofozoftos difieren en su composiciog.Estudios
de sedimentacion sugieren resultados conflictivos.Barker y col(1972) en-
contraron que los ribosomas de los quistes presentaron patrones de sedi-
mentacion diferentes del de los ribosomas de trofozoftos.Kumsamrarn y col
(1975) por el contrario encontraron patrones de sedimentacion similares.
de los ribosomas de trofozoftos y quistes,aunque en la actualidad se co-
noce en detalle la composiciéﬁ de las protefnas ribosomales de E.invadeas

y E.histolytica(Price y c0l.1983,Vargas v c0l,1986)atn no se han aplica-

do las tecnicas disponibles para evaluar la hipgtesis de diferencias de

, - . . Td
composicion de las protefhas tibosomales de trofozoftos y quistes.Una

- »
inhibicion de la ‘transcripcion nuede estar asociada con el enguistamiento.

Inhibidores de la transcripcion nomo Actinomicina D(100upg/ml),NaF 50mM,
g | 3 . e : g N
que inhibieron la incorporacion de uraciloc radicactivo v tambien Inkibi-
he - s o R Y foel = maal A R et I el o o R
dores de la sintesis de proteinas purcmicina 50pg/ml v cicloheximida I1ilpcg

-~

- - - . - -
/ml,indujeron la agregacion de los ribosomas en las helices de ribonuc_=sc
protefnas sugiriendo que la ausencia de RNA mensajerc disponible para

ser traducido provoca que los ribosomas se agrupen v formen cuerpos ri

nucleoproteicos como en los quistes(Kumsamrarn,1973a).lLa remocion de lcos
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inhibidores y la transferencia a medio fresco provoc



/
de las helices de ribonucleoprotefﬁa en los trofozoftos que se hab{an
’ ’ s
formado sugiriendo que la reversion de 1li¢ .aibicion provoco la desaglu-
’ ’
tinacion de los ribosomas.En opinion del autor anterior el proceso de
/s
acumulacion de ribonucleoprotefnas debe suceder en condiciones naturales
durante el proceso de enquistamiento y probablemente refleje aspectos ini-
- -
cidles * del proceso.Un aspecto de interes que probablemente es unico en
s/
Entamoeba es que el proceso de polimerizacion de las ribonucleoprotefﬁas
- /s I
no requirid energfé y ocurrio espontdneamente en condiciones en las que la
s{ntesis de energfﬁ estuvo bloqueada.No requirid la ‘transcripcion o tra-
4 {x
duccion de una protefna especial lo que indicarfa que los componentes de
-
las helices de ribonucleoprotefﬁa estan en el citoplasma en espera de
= L
una senal apropiada(Kusamrarn y col,1975).La composicion de bases del
L7
RNA ribosomal de los quistes de E.invadens es diferente de la composicion
del RNA ribosomal de los trofozoftos presentando un mavor contenido de
: s ;
G+C(Barker&Swales,1972) .Durante el enquistamiento tambien hay modifica-
ciones en el tipo de isoaceptores de los RNA de transferencia.los RNAt
; ; . / s ; ;
de lisina aislados de los trofozoitos fueron 6 mientras en los quistes
. L’ : ’ S
se hallaron solo 5 y variaron en su concentracion.(Hernandez y col,1986).
o : ; L y
En opinion del autor mencionado la variacion en la concentracion de es-
- : , -
pecies de RNAt se relaciona con algun aspecto de la diferenciacion de
. . . , ” y
los trofozoftos a quistes.Es posible que exista una relacion estrecha
3 s S ; . .
entre los factores que regulan la sintesis de ribosomas en los trofo-
zoftos y el proceso de enquistamiento.lLos ribosomas sintetizados cito-
-~ 3 . -
plasmicamente se integran en los cuerpos cromatoides como lo demuestra
- - 3 . < 3 1 - . L f 1 AT
el seguimiento autorradiografico de los ribosomas marcados (Kusamrarm,l?/

y col,1975b).Los ribosomas son sintetizados en grandes cantidades en

5
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perf&dos de crecimiento.activo y se aglutinan en las h€lices durante el
enquistamiento.En opi © de Barker(1964,1972),La formacié% de cuerpos
cromatoides es un mecanismo adaptativo del parégito.Los ribosomas se sin-
tetizan en cantidades elevadas bajo condiciones de crecimiente favorables
y se cristalizan durante el enquistamiento,se almacenan como ribosomas
intactos en los quistes y se distribuyen entre las amibas metaquféticas
como ribosomas listos para utilizarse en el perfbdo de establecimiento
en el nuevo hué;ped.

8)Enquistamiento y divisicn celular.
Barker y Svila(1964) mostraron usando el microscopio de luz ultravioleta
que durante la formacion de los quistes de Entamoeba hubo una divisidn
diferencial del trofozofto en proceso de enquistamiento.Esta divisicn
diferencial produjo una célula mas pequena que acumulo los ribosomas y
un trofozofto.La célula prediferenciada continuo la diferenciacion hasta
convertirse en quiste.lLa division nuclear que se produce durante la madu-
racion de los quistes para formar una célula tetranucleada es idéntica a
la que se da en el trofozofto en el aspecto ultraestructural como se de-
mostro en E.invadens. (Mcrales-Vallarta y col(1982).

Q)Hézodos de indu::io% del

enquistamiento en Entamoeba.
La produccid% de quistes en cultivos de Entamoeba ha sido diffcil y las
condiciones que inducen la formacion no se comprenden adn.Dosell en 1928
seﬁalolque la presencia de los quistes en los cultivos mixtos fue rara o
ausente pero en presencia de un crecimiento activo de los trofozoftos de

- ; g w F g g o : T
E. histolytica la adicion de almidon vy su remocion del cultive pudo indu-

cir irregularmente la aparicion de quistes en el cultivo(Dobell,1928).
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Varios investigadores posteriofmente confirmaron estas observaciones y usa-
ron metodos similares para inducir el enquistamiento basados en la presencia
bacterias asociadas y la remocidn de almiddﬁ del medio(McConnachie,1969,
Balamuth,1962).La utilizacié% de medios polixé%icos no aclararon sin em-
bargo los factores responsables de la capacidad de diferenciarse.Reciente-
mente con el desarrollo de los medios de crecimiento axéhicos los factores
responsables pueden ser identificados con mayor precisiéﬁ.Los trofozoftos

de E.invadens y E.histolytica no engquistaron cuando crecieron en medio

TYI-S-33 oTPS~1 y al llegar a la fase de declive de la poblacidﬁ los tro-
fozoftos se lisaron.(Diamond,1968,Diamond y co0l,1978).El enquistamiento

ocurric’ en cultivos axenicos de E. invadens vy E.histolytica tipo Laredo

y Moshkovskii en medio hipotgnico segﬁ% reportaron Ritkards y col(1966).
McConnachie (1970) tambien investigo’el efecto de dilucion del medio de
cultivo en cultivos axénicos de E.invadens,basados en salina-peptona y
extracto de hfgado.EncontrG enquistamiento del 60-70% cuando cultivos de
1-2 semanas se diluyeron con igual cantidad de agua esteril.los quistes
aparecieron 2-3 dfas despué% de la dilucioh y fueron morfoldgicamente
ncrmales.Thepsuparungsikul y col(1971) pudieron inducir el enquistamiento
axénico de la cepa IP-1 de E.invadens,mediante la transferencia de los

s + 9 . 1.3 - =g 5
trofozoitos en crecimiento activo a medio IPS-1 condicionado preciamente

con el crecimiento de Proteus morganii y filtrado a esterilidad.Obtuviercn

50-80% de enquistamiento en las 48 h siguientes a la transferencia de los
- s . oo - - A F . el
trofozoitos. Rengpien v Baileyw{1975)sugirieron gue el choque osmotico

- o . .
probablemente fue el estfmulo que disparo la diferenciacion de los tro-

ozoftos.Estos autores midieron la osmolaridad del medio TPS-1 v mostra-

L 1)

#
ron que tuvo 400 mOs,la dilucion del medic a 70 m0s indujo el enquista-



miento de los trofozoftos.Metabolitos que fueron transportados por aca-
rreadores como aminogbidos,glucosa y cloruro de sodio inhi..eron el en-
quistamiento.Carbohidratos anélogos como la fructosa y la galactosa tam-
bi€n lo inhibieron.La inhibicicn inducida por estos agentes que altera-
ron la osmolaridad del medio de enquistamiento fue revertida cuando los
trofozoftos se lavaron y se transfirieron a un medio de enquistamiento
normal (Bailey y Rengpien,1980).Los resultados en opinida de los autores
mencionados sugirieron que la tonicidad del medio es una senal requeri-

da para disparar la diferenciacioﬁ_ig vitro de E.invadens.Vazquez de Lara

e rs
y c0l1(1984) descubrieron un metodo alterno de induccion del enquistamiento
s ’
que consistio en la remocion de glucosa del medio de cultivo TYI-S-33
usado para el enquistamiento.Trofozoftos en fase activa de crecimiento
transferidos del medio TYI-S33 al medio TYI-S-33 sin glucosa enquistaron
70-75% en estas condiciones.Los trofozoftos estacionarios no enquistaron
. 'd Y e
en masa y usualmente se lisaron.Se mostrd que el enquistamiento dependio
-l - 3 3 3
de la densidad del inoculo,un cultivo en medio de enquistamiento con 5x
/. . - ¢ . : .
104células /ml requirié tres dfas para iniciar el enquistamiento mientras
. /. [y ™

que a una densidad de 1x106celulas/ml requirid solo 8 horas.En sus expe-

y ; ; g - .
rimentos la osmolaridad del medio no se modifico radicalmente v el enquis-

- .
tamiento se pudo disparar aun sin cambio en ella sugiriendo que no fue el
’. - . - N peoriiiow
unico factor promotor del enquistamiento.Avron y col(1986) hicieron expe-
rimentos que complementaron estas observaciones.Propusiasron que ambas
/ /‘ -' T

cosas tanto el descenso de la presion osmotica comoel agotamiento de nu-
trientes fueron los factores esenciales.En contraste con Bailey y Rengpien
= s i s ; . :
(1980) encontraron gue los trofozoitos se pudieron inducir a enquistar

: : i o ; A
en scluciones de amortiguadores,sales v azucares a condicion de que la
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presién osmdtica de estas soluciones estuviese entre 60-160m0s /Kg con
una 6%tima induccion a 110m0s/kg.En ensayos encontraron que el sue-
ro fue importante pero no esencial ya que el enquistamiento se produjo
en “su ausencia aunque en baja proporciéﬁ.Encontraron que soluciones de
MgS04 99.5mM,suero bovino 5Z(58.8mOs/kg)indujeron un alto porcentaje de
enquistamiento a densidades de 5x105/ml en 48 h.El enquistamiento en

o~
condiciones axenicas de E.histolytica adn no se logra y no se conoce si

las cepas aisladas de E.histolytica tengan capacidad de enquistarse.Ob-

servaciones de Mata Cardenas y col(1986) indican que probablemente la

cepa HMl puede diferenciarse y producir una pared celular tfpica de quis-

te en el medio de crecimiento axenico PEHPS.El medio PEHPS es un medio
anélogo al TPS-1 cuya principal diferencia con respecto a éste es la
substituciék del PANMEDE por un extracto soluble de hfgado v péﬁcreas.
En este medio los trofozoftos no se lisaron al llegar a la fase estacio-
naria como lo hacen en el medio TYI-S-33 y permanecen como células re-
dondeadas.Que en realidad se formd’pared celular fue confirmado por la
tincion con Calcofluor white M2r colorante que tine la quitina de la

,

pared celular.Estos eventos se producen aproximadamente a los 14 dias

de crecimiento en medio PEXPS.Sin embarge la eficiencia de esta diferen-

114
e

in

ciacion no se ha evaluado ain.De confirmarse estas observaciones v
se demuestra un rendimiento elevado se nabria llegado a un objetivo
largo tiempo perseguido.

1l0YVariaciones de la densidad

celular durante el enguistamiento

a z ; = . \ ST =
Avron v col(l986) descubrieron que la transferencia de los trofoczoltos

- - ]
de E.invadens a medio de enquistamiento indujo una variacion de la den-

sidad celular.Dentro de los dos minutos siguientes a la transferencia
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al medio de enquistamiento la densidad de los trofozo{tos varid de 1.061
=1.073g/ml a 1.050g '~ incrementandose posteriormente para llegar a una
densidad maxima de 1.120g/ml a los 30 minutos y decreciendo posteriormente
para quedar en 1.049-1,061 en los quistes maduros.Las razones de estas
variaciones de densidad no se comprenden adﬁ pero han sido explotadas
para separar poblaciones celulares a partir de cultivos en proceso de en-
quistamiento(Avron y col,1983).

11)Factores que afectan el

enquistamiento de Entamoeba.

Varios factores han sido senalados como relevantes en el enquistamiento

-
de Entamoeba:El enquistamiento de E.histolytica en medio polixenico so-

”
lo ocurrio en 1fmites de pH 6.8-7.2(Chang,1942) ,aunque otras observacio-
nes del enquistamiento de E.invadens sugirieron que las variaciones de
> .
pH fuera de este rango fueron deletéreas para el crecimiento de los tro-
fozoftos y para el enquistamiento mismo.(Balamuth,1962).Se ha sugerido
” . s .
que la variacion del potencial de oxidorreducicn en los cultivos de los
3 3 - o 3 3 - -
trofozoftos creciendo activamente en medio polixenico disparo” la dife-
3 T = -1 - -
renciacion de E.histolytica(Chang,1946).El autor mencionado encontrd en
e e
sus experimentos que los trofozoitos se desarrollaron en un potencial
g
redox de -3505450mV v una cafda subita de este potencial a niveles posi-
tivos indujo enquistamiento masiveo de trofozoitcs en crecimiento activo
3 r - 3 - v Pt 3 1
en medio polixenico.Balamuth(1962) sin embargo no confirmo estas obser-

T

i - R ) - -
vaciones.E.invadens crecida monoxenicamente con (Clostridium periringens

rd -
y sometida a variacion del potencial redeox no enquisto masivamente y al
parecer se afecto negativamente tanto crecimiento como enquistamiento.

S - ; e . " "
Es dificil comparar estas observaciones debido a diferencias de medios



de cultivo y especies utilizadas. La temperatura al parecer no fue un

factor que afecto el enquistamiento de E.invadens.La incubacion por pe-

rfodos de 6 h a 10°C previa a su transferencia a medio de enquistamiento
no modifico el rendimiento de quistes respecto al control(80vs82%Z),aun-
que incrementd’la tasa de crecimiento de los trofozo{tos.Un incremento
de la viscosidad no afecto las tasas de enquistamiento,pero a niveles

de consistencia semisdlida 0.3% de agar o s{lica gel se incrementd el
crecimiento de la poblacidﬁ.El hacinamiento se ha sefialado como factor
que promovio’el enquistamiento.Everitt(1950) mostrd’que la transferencia
de un medio libre de almiddn polixeﬂico a uno con gl,indujo el enquista-

miento.En estas condiciones la tasa de enquistamiento de E.histolytica

se relaciono con la densidad de los cultivos.Un incremento en el porcen-
taje de quistes fue proporcional al logarffmo del incremento del tamano
de la poblaci&h.Balamuth(l962) hizo observaciones similares en E.invadens
usando vasos de cultivo con diéﬁetro de fondo determinado a voluntad,la
poblacion variéfen forma directamente proporcional a la superficie del
fondo mientras que el enquistamiento varic de manera inversa a ésta.El
autor mencionado sugiric que la iniciacidn del enquistamiento por haci-
namiento se debid a una remocion selectiva del almidon y por tanto a-
tribuible a la depresiﬁh de nutrientes en el medio.la acumulacion de un
submetabolito al parecer no fue importante,en opinidn de Myer y Morgan
(1971) los factores externos enunciados anteriormente tuvieron poca in-
fluencia sobre el enquistamiento de E.invadens v lo consideran como una

parte natural de su cfclo de vida v no inducida por factores externos.
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12)Enquistamiento y virulencia
en Entamoeba
La relacidﬁ entre el enquistamiento y la virulencia es un aspecto de la
biologfa de Entamoeba no resuelto pero de gran importancia.Deschiennes

(1939) mostrd’que una cepa de E.histolytica mantenida en medio polixénico

sin enquistar decayo’en su virulencia en 3 afios de 70% a 5% mientras que
otra linea mantenida con enquistamiento periddico la preservd.Chang(1945a)

encontrd que la virulencia de dos cepas de E.histolytica se recuperg a

nivel ané&ogo a la del original de su aislamiento mediante induccidn del
enquistamiento de la cepa in YiEE?'La cepa C fue infecciosa en pollos por
8 afios pero perdic” su virulencia en los siguientes 3 afios .Su pé}dida se
correlaciond con la pé}dida de la capacidad de enquistarse.lLa cepa P per-
did su virulencia en 2.5 afos de cultivo y coincidio” con la pé}dida de

la capacidad de enquistamiento en cultivo.Neal(1965) por otra parte no

pudo inducir incremento en la virulencia de 3 cepas.de E.histolytica

y se sugirid que no hubo una relacidn directa entre la capacidad de en-
quistarse y la virulencia de las cepas mantenidas en medio de Dobell.
Neal(1965,1966),realizd experimentos con las cepas aisladas de portado-

-~ -
res asintomaticos y sintomaticos e indujo su enquistamiento in vitro

s . — . . = & s
y probo la invasividad en animales experimentales.Encontro gquzs las cepas

no invasivas enquistaron normalmente en el medio de cultivo pero su vi-
3 » . . . : < T
rulencia medida como invasividad cecal no se incremento.lLa cepa

- ' ’ I . -
cuya virulencia decavd despues de varios ciclos de enquistamiento al

. T 4 i o 3 i
nivel de una cepa no invasiva arguyo contra una relacion directz de en-

o

54) -observaron gue

=i
|\ M

quistamiento y virulencia.Phillips y Bartgist

. ; . o y 5 q
histolytica crecida con Tripanosoma cruzii perdio su capacidad de

1+
(1]
i
)
e
(=
on
I
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tamiento y virulencia cuando fue inoculada intracecalmente en cobayos,
pero se pudo restaurar la virulencia "a cepa retornando las amibas a
medio polixgnico y reiniciando los cultivos a partir de quistes.Aunque
el restablecimiento de la virulencia fue temporal y duro 3-8 semanas
cuando la cepa se cultivo”en presencia de T.cruzii.Estudios de Phillips

(1973) en la cepa NIH200 de E.histolytica mostraron que perdid’su viru-

’ -
lencia por mantenimiento prolongadc en medio de cultivo axenico.Se tratd
de restaurar su virulencia transfiriendola a medio polixéhico de Locke-

huevo-harina de arrdz y con combinaciones de Bacteroides sp.,C.perfringens

Streptococcus faecalis,Escherichia coli y con flora bacteriana desconoci=-

&,

da con objeto de inducir el enquistamiento.La cepa NIH200 fue incapaz de
enquistar nuevamente y al probar su virulencia mediante inyeccioﬁ intra-
cecal en cobayos libres de gé}menes y normales también fue incapaz de
producir lesiones.En su opinio% la cepa perdio/su potencial de enquista-
miento irreversiblemente y esto se relacionc/intimamente con la pérdida
irreversible de la virulencia que se observo.En E.invadens no se han
hecho observaciones con respecto a la relacio% de la capacidad de enguis-
tarse y su virulencia.

lE)Relacid& de las bacrerias

y el enquistamiento en Entamoeba.

Las bacterias ejercen un profundo efecto sobre el ciclo de vida de las

. - - — 3 +
amibas del genero Entamoeba como fue demostrado por Dobell en sus tra-

bajos(Dobell,1928,1951).En un medio con las bacterias intestinales nati-

- - . - .
vas fue posible reproducir todas las fases del ciclo de vida del parasi-

-

E A o

. " " —_— R 4 y ; =i
to.En experimentos iniciales Dobell descubrio que las cepas de E.hListo

vtica

que aislo y que no eran enquistantes pudieron inducirse a enquistar
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cuando la flora bacteriana en que crecieron fue substituida por la flora
de la cepa K28c cu.: composicié% bacteriana fue tal que pudo soportar
tanto el crecimiento como el enquistamiento de K28c.Un analisis de la
composicidﬁ de las especies del cultivo fue un problema complejo pero
utilizando acriflavina para ‘eliminar selectivamente los aerobios y viole-
ta de genciana para eliminar selectivamente los anaerobios encontrd’que
un anaerobio,N5, fue esencial pare el enquistamiento de E. histolytica
en cultivo polixéﬁico en tanto que las bacterias aerobias al consumir

el ox{éeno disponible dentro del tubo de medio de cultivo solo propor-
cionaron el ambiente anaerobio apropiado para el crecimiento de las ami-
bas y del anaerdbio N5.Lamy y col(19%8,1963).Estudic el efecto de la

remocion selectiva de bacterias sobre el enquistamiento de E.histolytica.

La adicion de penicilina al medio polixéﬁico elimino los anaerobios pero

no los aerdbios permitiendo la multiplicacioﬁ de los trofozoftos de la

cepa LX pero no la formacioﬁ de quistes.lLa adicion de aureomicina que

elimind S.faecalis pero no E.coli. y anaerobios en el medio de cultivo pro-

voco crecimiento subnormal v aparicién de quistes mientras que la adi-

cidn de kanamicina que elimind E.coli pero no S.faecalis y anaercbios

didllugar a cultivos pobres casi sin quistes.En opinion del autor antesrior
los resultados sugirieron que los anaerobios constituyeron los inductores

del encquistamiento pero su actividad no fue suficiente ya cue la mulci-

s
plicacion soportada por E.coli v S.faecalis fue prerreguisito

enquistamiento.Oltros estudios senfialan el papel de los anaerobios en el
s 4 - . s < . 7 -
enquistamiento.Zn medios polixenicos Svensson y col(l971),reportaron

gque E.histolytica crecida en medio de extractos de colon y almidon com

7" 3 3 - . T s . -
pleto su ciclo de vida incluyendo el enquistamiento.lLas cepas aisladas

o
con bacterias de las regiones distales del colon enquistaron espontacea-
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mente,mientras que las cepas aisladas con bacterias de las regiones proxi-
males no lo hicieron.Los resultados de estos experimentos son diffciles

de evaluar debido a la complejidad de la comunidad bacteriana y su cono-
cimiento solo parcial.Un estudio de la influencia de las bacterias con
conocimiento exacto de las especies involucradas fue efectuado por Chinn

y co0l(1942).De 14 especies de bacterias que soportaron el crecimiento de

E.histolytica individualmente ninguna fue capaz de inducir el enquistamien-

4
to en medio monoxenico.En mezclas de dos componentes bacterianos se me-

joro’el crecimiento pero solo las combinaciones con C.perfringens esti-

Fd
mularon la formacion de quistes apreciablemente.Streptococcus hemolyticus

-C.perfringens y Leptotrichia bucalis-C.perfringens indujeron la forma-

cidn de 40% de quistes en 48-72 h.Combinaciones de 3 especies produje-

ron resultados variables.S.hemolyticus-B.subtilus-C.perfringens 25%,S.

hemolyticus-Alcaligenes faecalis-C.perfringens,12%,S.hemolyticus-E.coli

~C.perfringens 27%,S,hemolyticus-S.faecalis-C.perfringens 15%,indicando

que C.perfringggf fue esencial.Al parecer otras bacterias indujeron el
enquistamiento ya que cultivos sin C.perfringens tambiéﬁ enquistiron
(Chinn y co0l,1942).En resumen al parecer E.histolytica y otras Entamoe-
bas interaccionan en su habitat natural con una comunidad bacteriana com-
pleja que influve sobre su cfclo de vida.Cuando en el medio de cultivo
sea posible obtener definidamente las condiciones prevalecientes en Zi-
cho ambiente podremos inducir a voluntad el enguistamiento.
(1957,1958) .1a observacion de enquistamiento espontaneo en cultivos Sac-

terianos refleja las condiciones del intestino.En un equilibrio adecuado

: P 4 4 P <
de las bacteria en competicion,el cfclo de vida completo podriz obtenerse.
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14)Supervivencia de los

qu s de Entamoeba.
Sobre todo desde el punto de vista epidemiold%ico es importante conocer
las condiciones en las que los quistes pueden mantener su viabilidad.
(Offutt y co0l,1955).Varios autores han ideado metodos de evaluar la via-
bilidad de los quistes procedentes de cultivo o aislados de las heces
La tincio; con eosina diluida,eosina-yodo,ortotoluidina,la forma del nﬁL
cleo la tincion con Hematoxilina,la plasmglisis han sido evaluados para
medir la viabilidad de los quistes aunque ninguno de ellos se encontro”
satisfactorio(Cheng,1973,Kudo,1960).La evaluacion de la viabilidad de
los quistes por subcultivo es un metodo mds eficiente y en la actualidad
el mas empleado.Chang y Fair(1941) demostraron que tan solo 5 quistes

viables pudieron dar un cultivo positivo de E.histolytica.Beaver y Des-

champs(1949) observaron un niimero de 15 como minimo.Stringer(1972) pro-
puso un bioensayo de viabilidad basado en la suposicidﬁ de que en un
subcultivo un quiste vacio representaba una amiba exquistada.El nimero de
de quistes vacios respecto a los no eclosionados fue una medida del por-
centaje de viabilidad.

15)Efectos de la temperatura

sobre la viabilidad de los

quistes de Entamoeba.
La temperatura tiene un efecto notable sobre la supervivencia maduracion

rd
viabilidad de los quistes de Entamoeba.la maduracion de los quistes de

-

s
E.histolytica se detuvo cuando se disminuyo la temperatura del medio de

/
cultivo(37°C) a una temperatura inferior(4-23°C) .Esta maduracion no se

s - . - - ekt 100/ 0
reanudo nuevamente por elevacidén de la temperatura.a 37°C.(Chang,1943).



En 10; quistes maduros la desecacioa fue letal(Reardon y co0l,1952) por
lo que :! :fecto de la temperatura sobre los quistes se ha experimentado
en quistes en suspensiéﬁ o en asociacidn con medios orgaﬁicos tales como
heces o vegetales que los mantienen humedos.En los quistes maduros se
tiene la creencia que la tasa de supervivencia depende de la tasa meta-
bglica del quiste.McConnachie ha sefialado que la longitud de tiempo que
los quistes sobreviven en relaciéﬁ con la temperatura dependiofde la ta-
sa de desaparici&h de glucdéeno y de los cuerpos cromatoides indicando
una influencia de la temperatura sobre el metabolismo de los quistes asi
como sobre su tiempo de viabilidad.El medio de suspensiéﬁ de los quistes
al parecer no tuvo efecto sobre la viabilidad temporal de los quistes en
relacion a la temperatura(Chang,1950).Los quistes de Entamoeba fueron
menos resistentes al frio y al calor que lo que son las esporas de bac-
terias y hongos comparativamente.lLas bajas temperaturas tuvieron efectos
deletéros pero la tasa de supervivencia fue mayor que en altas temperatu-
ras(Chang,1945,1950,Harper&Dolkhart,1954,Jones&Newton,195C ,Simitch y col
1954,Neal,1974).

16) .Efectos de las substancias

quf&icas sobre la viabi

los quistes de_§EEfmggba.
El estudio del efecto cisticida de los compuestos quimicos es de la ma-
yor importancia para promover aétodos de pocabilizacio; del agua ya que
los quistes son epidemiologicamente los factores responsables de la
transmision de la amibiasis.Una delimitacid% precisa de las concentra-
ciones letales para el para%ito ha permitido erradicar en algunos paises

las epidemias causadas por E.histolytica.Como en el caso de la temperatu-
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ra los trofozofios fueron de manera general mas sensibles al efecto de
los compuestos qufﬁicos que los quistes en las mismas condiciones.ros
agentes desnaturalizantes,generadores de radicales libres,el {fon cloro,
yodo,los agentes oxidantes,los detergentes y los metales pesados fueron
los mas activos(Kudo,1960,Cheng,1973,Fair y col,1954,Jones,1952,Kessel
y Moore,1946).

17)Desenquistamiento y factores

asociados en Entamoeba.
En el hué%ped los quistes completan su desarrollo,desenquistando en el
intestino delgado.El desenquistamiento como ocurre en el huegped ha sido
estudiado examinando los contenidos intestinales a diferentes intervalos
de tiempo depué% de alimentar con quistes a huegpedes apropiados.De esta

manera los estadios de desenquistamiento de E.histolytica han sido obser-

vados en monos ratas y perros(Snyder y Meleney,1954,Neal,1966).Mientras
en las serplentes se han observado los estadios de desenquistamiento de

E.invadens(Geiman y Rattcliffe,1936).En cultivo in vitro E.histolytica

v E.invadens desenquistan y sus estadios de desenquistamiento han sido
observados (Dobell,1928,Geiman y Rattcliffe,1936).Durante el desenquista-
miento el citoplasma se retrae de la pared y la amiba enquistada se mue-
ve activamente dentro de la pared del quiste.El movimiento de los pseu-
ddépodos se concentra en un drea de la pared v la amiba emerge a traves
de una apertura de e€sta ,escapando a traves de un pequefio poro.Inicial-
mente una pequena cantidad del citoplasma protuve perc mas tarde se re-
trae.Solo despué% de movimientos repetidos hacia atras v adelante la
amiba puede liberarse.En E.invadens la pared del quiste desenquistante

rd - 3
se observo desaparecer.Barker y Svila(l964) observaron modificaciones
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del material de la pared del quiste que absorbid luz UV durante el des-
enquistamiento.La forma en que la amiba penetra la pared del quiste no
es conoclda,enzimas conectadas con la membrana de la amiba enquistada
pueden afectar la apertura y los ribosomas que se dispersan de los cuer-
pos cromatoides durante el desenquistamiento pueden promover la sintesis
de tales enzimas.Los quistes desenquistaron en medio que soporto,el
crecimiento de los trofozoftos indicando que no se tienen requerimientos

especiales(Chang,1943,Snyder y Meleney,1941).La anaerobiosis es requeri-

da pero quistes de E.histolytica desenquistaron bajo potencialesaredox

mavores que, los necesarios para el crecimiento de los trofozo{tos(Chang.
1946).Se penso’originalmente que un quiste estaba listo para eclosionar
cuando ya exhibfa 4 nﬁéleos pero carecfa de glucdéeno y cuerpos cromatoi-
des.Algunos investigadores sugirieron que cuando estas inclusiones esta-
ban presentes en los quistes eran capaces de eclosionar(Dobell,1928),
Pero algunos quistes desenquistante uni y bi- y tetranucleados con la
presencia de cuerpos cromatoides se ha observado(Everitt,1950,Snyder ¥

Meleney,1941).Los quistes uninucleados de una cepa de E.histolytica se han

han observado desenquistar.Chang(1943) sin embargo observofque los quistes

inmaduros no eclosionaron,Los quistes de E.invadens v E.histolvtica difi-

-
rieron en su capacidad de eclosionar in vitro.E histolvtica eclosiono

Ln

mas facilmente que E.invadens(Geiman&Rattcliffe,1936,McConnachie,1955).

* s - - . ‘/ -
Los quistes de E.histolytica eclosionaron pocos minutos despues de su

’
transferencia a medio de crecimiento a temperatura optima de crecimieanto.
En estas condiciones muy pocos quistes de E.invadens desenquistaron aun

/ - - 1
en horas(McConnachie,1955).Dobell noto que los quistes formados en cul-

tivos temprancs de E.histolytica desenquistaron en el mismo tubo de cul-
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tivo pero los formados en cultivos viejos murieron al menos que se trans-
firieran a medio fresco cando que hay factores del medio que afectan
el desenquistamiento(Dobell,1928).

18)Estructura antigenica de los

quistes de E, invadens.

Los quistes de E.invadens comparten antfgenos con los trofozoftos de la

misma especie(Zaman y co0l,1967).e inclusive con los trofozoftos de E.

histolytica,razén por la cual han sido utilizados como substitutos en las

pruebas de deteccion de amibiasis humana.Los homogenizados de quistes de
E.invadens reaccionaron con sueros de pacientes con amibiasis en 'la prueba

,
de inmunohemaglutinacion y substituyeron al antfgeno de E.histolytica

con resultados similares(Zaman y col,1967).Los antfgenos que presentaron
los quistes no fueron idehticos a los de los trofozoftos.Existieron dife-
rencias estadio especificas,es decir antféenos exclusivos del quiste

; ; s ¢
Avron v co0l,1986).Las similitudes y diferencias antigenicas de trofozoi-

e 4
tos y quistes de E.invadens no se han identificado sistematicamente aun.
Los quistes de E.histolytica se aglutinaron por suero de humano normal
v de individuos con amibiasis carentes de complemento.La naturaleza de

- . . .4 - - ~ g g G
las aglutininas no se establecio pero pudieron ser anticuerpos(Greiff,1%-:7).
. i . . S :
La pared de los quistes fue antigenica e indujo la aparicion de anticuer-
g : o . i : 5 o
pos especificos.Mediante la tecnica de inmunofluorescencia se logrd
tefir los quistes fluorescentemente en su zona periferica.(Zaman y ceol,

1966) .



II.OBJETIVOS..
La rei-'0n que se realiza de la literatura indica que se sabe poco
en relacion a las modificaciones fisioldgicas que se dan en la célula
trofozofto durante el proceso de diferenciacién de ésta a quiste.Res-
pecto a los cambios bioquimicos que se han observado durante la dife-
renciacidén de la amiba se considera que las enzimas son muy importantes
en el metabolismo de los trofozoitos y que el muestreo de su actividad
puede revelar valiosa informacidn para comprender lo que sucede durante
el enquistamiento de este pardsito y asI introducir un nuevo enfoque en
el estudio del enquistamiento ya que en la revisidn de la literatura no
se encontraron referencias respecto a estudios comparativos de isoenzimas
en diferentes estadios del cIclo de vida de los parasitos del género
Entamoeba.Es por esto que se decicidid estudiar las isoenzimas de varias
enzimas de diversas dreas del metabolismo del pardsito con el siguiente
objetive general:
Identificar enzimas que puedan ser marcadores bioquimicos adecuados del
enquistamiento de los trofozoitos de E. invadens.
En particular,orientar el estudio a los siguientes puntos:
a)IdentiZicar marcadores bioquimicos dentro del metabolismo de los car-
bohidratos,monitoreando la aparicidm o desaparicidn de isoenzimas ex 1z
via de la degradacidn de la glucosa.Entre estas enzimas se seleccionaren

6 enzimzs que son de primera importancia para la supervivencia del tro-

[ ]

fozoito como son: hexokinasa,glucosafosfato iscmerasa,fosfoglucomutasa,
malato deshidrogenasa descarboxilante,alcohol deshidrogenasa NAD v NADP?

an

i
rn

dependientes,amilasa v quitinasa.Estas Gltimas enzimas que también e
asociadzs con el metabolismo de los polisacaridos son muv importantes

para la supervivencia v el enquistamiento del pardsito.
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b) .Identificar marcadores bioquimicos del enquistamiento entre .. enzimas
hidroliticas inespecificas como las esterasas y proteinasas,analizando la
aparicidn o desaparicidn de isoenzimas de estas enzimas durante el enquis-
tamiento.

c).En vista que las Fe-proteinas ain no siendo enzimas son centrales en el
metabolismo de los trofozofltos se selecciond también a estas proteinas para

estudiar su patron de variacidon durante la diferenciacién.
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III.MATERIAL Y METODOS.
1)Cepa empleada.

En los experimentos que se reportan en este trabajo se empled la cepa
de E. invadens IP-1 aislada en el ano de 1952 de 1la serpiente Natrix
cyclopion.Esta cepa se obtuvo del doctor L.S.Diamond y se ha cultivado
por mds de 10 afios en nuestro laboratorio.

2)Medio de cultivo.
El cultivo vegetativo de la amiba se llevd a cabo empleando el medio
TYI-S-33(Diamond y co0l,1978).Los componentes de este medio se enlistan
en la tabla I .Para la preparaciéﬁ del medio los componentes se disol=-
vieron en agua bidestilada en el orden indicado,el pH se ajusto'a 6.8
con NaOH 0.1N y se aforé a 87 ml con agua bidestilada,este medio se es-
terilizé a 121°C por 20 minutos a 20 libras de ﬁresidﬁ en autoclave.An-
tes de usarse se adiciond de 3 ml de la mezcla vitamfnica de Diamond
(Diamond y co0l,1968) y de 10 ml de suero bovino para completar un volu-
men final de 100 ml.

3)Medio de enquistamiento.
El enquistamiento de los trofozof{tos se llevo a cabo empleando el medio
TYI-S-33-(LGM) descrito por Vé%quez de Larz v col.(1984).Este medio se
prepard de manera similar al medio TYI-S-33 excepto que se omitid en su
composicié% la glucosa.El medio se esterilizé a 121°C a 20 libras de pre-
sion por 20 minutos v se suplemento” con la mezcla de vitaminasde Diamond
v suero bovino de manera anéﬁoga al medio TYI-S-33.

4)Mantenimiento de los cultivos.
Se emplearon tubos de tapd% rosca de 15 ml de capacidad conteniendo 13

. e = -’ 1 - 5 3
ml de medio de crecimiento.El inoculo se prepard a partir de un cultivo
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TABLA I.

Composicioh del medio tultivo TYI-S-33(Diamond,1978).

COMPONENTE CANTIDAD(g) .
Tripticasa 3
Glucosa 1
Cloruro de sodio 0.2
K2HPO4. 0.1
KH2PO4. 0.06
L-cisteina 0.1
Acido L-ascdrbico. 0.02
Citrato-férrico-aménico. 0.00228.
Agua bidestilada. cbp 87 ml
Mezcla de vitaminas de Diamond 3 ml
Suero bovino 10 ml
Volumen total 100 ml.
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de una semana,el tubo conteniendo este cultivo se enfrid durante 10
viitos en agua con hielo para desprender las amibas adheridas a las
paredes del tubo.las amibas se colectaron por centrifugacid% a 300xg
durante 5 minutos.Se inocularon suficientes amibas para obtener una den-
sidad de 1x104/ml.Los tubos as{ inoculados se incubaron a 26°C durante
7 dias.

5)Conteo de las celulas.
Para estimar el nimero de células en un cultivo se tomaron muestras de
0.5 ml.Las células de las muestras se diluyeron 10 veces en solucidn de
fijacidh de amibas(Amortiguador de fosfatos 15 mM,formaldehido 2.7%(v/v) ¥
se contaron en un hemocitometro Neubauer mejorado.Una gota de la solu-
cidn con las células prevfamente diluida se deposito”en las dos camaras
del contador de células.Las células se contaron en los 4 cuadrados prin-
cipales y el cuadrado central bajo el microscopio de contraste de fases
usando el objetivo de 40x.El numero promedio de trofozoftos contados se
multiplicd por 105 que fue el factor de dilucion empleado.Este procedi-
miento proporciong la informacion del numerc de amibas por mililitro
en los cultivos empleados.

6)Cultivo v cosecha de los

trofozoftos.

Se emplearon matraces Erlenmever de un litro con tapdn rosca conteniendo
300 ml de medio TYI-S-33 estéril.Los matraces se inocularon con trofozof-
tos de E. invadens IP-1 en crecimiento activo a una densidad de 5x104
amibas/ml y se incubaron durante una semana a 26°C.Para cosechar los
trofozoftos los cultivos se enfriaron durante 10 minutos en un bafio de

. . . : = .
agua con hielo,a continuacion los cultivos se transfirieron a tubos de

centrffuga de fondo cdnico de 50 ml y se centrifugaron a 500xg en una



centr{fuga IEC-CRU 5000 durante 10 minutos a 0°C.El medio de cultivo
sobrenadante se extrajo por aspiracion con pipeta Pasteur.l rofozo{-
tos se resuspendieron con solucidén amortiguadora de fosfatos 0.1M,NaCl
0.9%(p/v) (PBS) y se centrifugaron como se describid anteriormente.la
solucidn de PBS sobrenadante se elimind de nuevo por aspiracioﬁ con pi-
peta Pasteur y los trofozoftos se resuspendieron en solucion de 1fsis
(Ac.maléico ImM,ditiotreitol 1mM,EDTA lmM,éEido e-aminocaproico 1mM).El
volumen usado fue aproximadamente el doble del paquete celular.

7)Enquistamiento de los trofozoftos

su cosecha y purificacidh.

La induccion del enquistamiento de los trofozoftos se llevo a cabo de
acuerdo al método descrito por Vdazquez de Lara y col(1984).Los trofozof-
tos de E.invadens se crecieron masivamente en matraces Fernbach de 2800
ml conteniendo 1500 ml de medio TYI-S-33 esteril.El inoculo se ajusto”
para lograr una densidad de 5x10% amibas/ml.Cuando la capa de amibas en
el fondo del matraz zlcanzd confluencia aproximadamente en 7 dias de in-
cubacid& a 26°C,los trofozoftos se cosecharon previa incubacioﬁ en el
hielo durante 5 minutos.Las amibas se transfirieron en condiciones aséb—
ticas a tubos de centr{fuga de fondo cdnico estériles de 30 ml con tapda
rosca y se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos.El sobrenadante del
medio se eliminéfpor aspiraciéﬁ con pipeta Pasteur estéril,las amibas se

. oS : : X - £ .
lavaron mediante resuspencsion en medio de enquistamiento LCM esteril v

(115N

se centrifugaron de nuevo por 5 minutos a 300xg.Las ce.ulas se resuspen-

= - o ' % . i
dieron de nuevo en medio LGM.Se determino el numero de amibas v se ajus-

s =

to a 5-6x109 amibas/ml.El medio de enquistamiento inoculado de esta form

4 » - 4 oy 4 ; 1 1 v ! -
se distribuy6 en tubos esteriles de tapon rosca(l3ml/tubo).las celulas

se incubaron durante 96 h a 26°C en una estufa de cultivo de temperatura

hl
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controlada.Los cultivos enquistantes se muestrearon a las 96 h con obje-
to de confirmar el progreso del enquist_ ..ento.lLa determinacion del nd-
mero de quistes se llevo a cabo de la siguiente forma:Se resuspendieron
las amibas presentes en un tubo de cultivo mediante inversion repetida
de €ste sin haberlo enfriado en hielo.Bajo condiciones asé}ticas se tomd
una muestra del cultivo,este se tific adicionalmente con una gota de
Calcofluor White M2r al 0.1%(p/v) en Tris-HC1l 0.4M pH 7.0.Una gota del
cultivo tefiido se coloco entre porta y cubreobjetos vy se examind median-
te un microscopio de epifluoregcencia Nikon empleando la combinaci&h de
filtros V-ZA(Excitaci&h 380-425nm y barrera 450 nm).En estas condiciones
la presencia de pared en las células da lugar a fluorescencia intensa de
tono azul mientras que los trofozoftos que no han empezado a formar pared
no emiten fluorescencia.Mediante este método se evaluo el porcentaje de
quistes presentes en el cultivo.En general se contaron 100 celulas en ca-
da determinacion.Cuando el porcentaje de quistes alcanzo’?O—SOZ(aproxi-
madamente en 96 h),los quistes se colectaron mediante centrifugacié% a
300xg durante 5 minutos.

S)Mékodo de purificacidﬁ de los

quistes de E.invadens.
Los quistes se separaron de los trofozoftos mediante cantrifugacié& en
un gradiente de Percoll siguiendo el procedimiento descrito por Avroz y
c01(1983):Los cultivos obtenidos en medio de enquistamiento se incubza-
ron en hielo por 10 minutos.Los cultivos provenientes de =-5 tubos se va-
ciaron en un tubo de centrffuga de 50 ml con tapdh rosca v se centrifu-
garon a 300xg por 5 minutos.El sobrenadante se desechd vy la pastilla ceon=

; 3 s 4 : =
teniendo los quistes se resuspendio en una scolucion de Percoll al 100X
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(Percoll[Pharmacia] en amortiguador de fosfatos 0.1M,NaCl 0.9%(p/v)).
Encima de esta sus .- 16% se puso un disco de polietileno poroso para
evitar la mezcla de las capas de Percoll al superponerlas.Se superpuso
primero 1 ml de solucion de Percoll al 70% seguida de 1 ml de Percoll

al 60Z y asi sucesivamente de cada una de las siguientes concentraciones:
50%,40%,30%,20%,10%.Las diluciones del Percoll al 100% se efectuaron con
amortiguador de fosfatos 0.1M,NaCl 0.9%(p/v).El gradiente se construyd
del fondo a la superficie en un tubo de 12.5x1l.5cm diametro.Los tubos
con el gradiente construido de esta manera se centrifugaron a 300xg du-
rante 30 minutos.Los quistes se localizaron como una banda entre el 30-
50% de Percoll mientras que los trofozoftos migraron al fondo.lLa banda
con los quistes se aspird con una pipeta Pasteur con bulbo de goma cui-

dando de no mezlar las capas del gradiente.Los quistes se lavaron de los

residuos de Percoll mediante centrifugacid% en PBS a 300xg por 10 minutos.

r ’, .
La solucion sobrenadante se elimino.Los quistes se resuspendieron en so-
i o ; :
lucion de 1fsis.La cantidad de solucion de 1{sis empleada fue aproxima-
damente el doble del volumen del paquete de quistes.
9)Preparacid& de extractos libres de
% -
celulas de trofozoftos y quistes.
Las células (trofozoftos o quistes purificados) se resuspendieron vy se

=0 - » ] : ,\ -
transiirieron a un homogenizador de vidrio con embolo de Teflon v se

N ; T - . — ? z.
homogenizaron con 50-70 golpes del embolo.los homogenizados de las celulas

1
-

I - . N : . o 1 .
se guardaron en recipientes de pldstico bajo nitrogeno 1fquidc hasta

i

centrifugacidn.Para centrifugarse los homogenizados de los trofozoito

1]

o quistes se descongelaron a temperatura ambiente y se transfirieron

a - = - P - -
un tudbo de centrifuga.Se centrifugarcn a 30,000xg en una centr{fuga Scr-
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vall con rotor SS-34 a 4°C durante 16 minutos.Los sobrenadantes de los
=wtractos se separaron culdadosamente y se distribuyeron en muestras
alfcuotas de 300 pl aproximadamente en tubos de pldético.Los tubos con-
tendiendo los extractos se almacenaron bajo nitrééeno 1fquido hasta su
estudio posterior.

10)Determinacion del contenido de

protefnas de los extractos de trofozo{tos

y quistes de E.invadens IP-1.

Se determind el contenido de protefna por mililitro tanto de los extrac-
tos de trofozoftos como de quistes por el método de Lowry y col(1952).
Como estandqrdse empled albéﬁina de suero bovino.

ll)Electroforeéis en gel de

:poliacrilamida.

Las enzimas presentes en los extractos celulares se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida utilizando el sistema de electro-
foresis discontinua en condiciones no desnaturalizantes descrito por
Davis (1964).Se empled'un aparato de electroforesis Hoeffer 600 (Hoeffer
Sci.Sn Francisco).Se construyeron geles de poliacrilamida en placa de
16x14x0.1cm.La matr{z de poliacrilamida correspondiente al gel separador
(tamfz de separacioﬁ de las macromolé&ulas) se prepar&fcon una concentra-
cid% final de acrilamida-bisacrilamida de 7.5%C,5%C,en amortiguador Tris

0.237M,HCL 0.072N,pH8.48,persulfato de amonio 0.07%(p/v),TEMED 0.07%(v/w)

n

/ 3
Se usaron aproximadamente 30 ml de solucion para construir un gel separa-
z 3 o A 2 ’ -
dor con dimensiones de 10.5x14x0.lcm.La solucidn se dejo polimerizar 30

-~ T . » - , -
minutos aproximadamente.Con objeto de que la polimerizacion fuera homo-

’ -
genea se deposito una capa de agua bidestilada en la superficie superior
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del gel en proceso de polimerizaci&h.La superficie del gel polimerizado
se enjuago’ con agua bidestilada para eliminar los restos acrilamida
no polimerizada y sobre ste se construyd el gel concentrador con dimen-
siones de 3x14x0.lem.La solucion del gel concentrador se compuso de
acrilamida-biscarilamida 3.125%T,20%C en amortiguador de composicid%
Tris 39mM,H3P040.072N,pH 6.9,persulfato de amonio 0.1%(p/v),TEMED 0.1%
(v/v).Encima de la solucidn del gel concentrador se procedio’a colocar
un peine de separacidﬁ con capacidad para formar 10 pozos evitando atra-
par burbujas.La solucion se dejo’polimerizar durante 10 minutos y el
peine se retird cuidadosamente.Los restos de acrilamida no polimerizados
se retiraron enjuagando la superficie con agua.En nuestros experimentos
usualmente usamos dos placas por corrida electroforetica.las placas con
los geles de poliacrilamida polimerizados se colocaron en la camara de
reservorio del aparato de electroforesis v este se lleno”con las solu-
ciones del electrodo superior Tris 37.6mM,glicina 40 mM,pH 8.89 con un
volumen de 1000 ml y la solucion del electrodo inferior Tris 63mM,HCl

50 mM,pH 7.47,con un volumen de 4000 ml.Los extractos de trofozoftos

v quistes se descongelaron a temperatura ambiente.Se les aciciond a cada
extracto cantidades iguales de solucich de glicerol 20%(v/v) conteniendo
azil de bromofenol al 0.1%(p/v).En cada carril se depositg la cantidad del
del extracto necesaria para acumular 50 pe por carril.Se tuvo cuidado de
depositar concentraciones iguales de protefna en los carriles de quistes
v trofozoftos.Para distinguir los carriles donde corrieron los extractos
de trofozoftos de los carriles donde corrieron los extractos de quistes
numeramos los carriles de izquierda a derecha del 1-10.Los carriles no-

nes se llenaron con extracto de trofozoftosv los carriles pares se lle-



naron con extracto de quistes.En ocasiones cuando la actividad fue baja
la concentracidn de prote{%a se incr to” proporcionalmente en ambos
carriles donde corrieron quistes y trofozoftos.La electroforesis se efec-

tud a temperatura constante de 4°C mantenida por un sistema de recircula-

cion de agua acoplado a una unidad de refrigeracié% MGW Lauda RGC,Brinkman

Instruments.La electroforesis se efectud a corriente constante de 30 mA
por placa suministrada por una fuente de poder PS500X(Hoeffer Sci.Sn,Fco).
hasta que el colorante azul de bromofenol usado como marcador de la elec-
troforésis migro”al final del gel usualmente en 2.5-3 horas.
Una vez concluida la electroforesis los geles se sacaron y se manipularon
de acuerdo al tipo de actividad enzimitica por ensayar.

12)Deteccion de las bandas con

actividad enzimatica en los

geles de poliacrilamida.
Los geles con las protef%as separadas electroforeticamente se sacaron de
las placas de cristal,se elimind el gel concentrador y se cortaron a la
mitad en forma vertical de tal manera que se dejaron 5 carriles de cada
lado de la regign de corte.Los geles ccrtados se marcaron apropiadamente
para asegurar sin ambiguedad las zonas de inicio ¥ finalizacidn de la
corrida electroforé}ica as{ como los carriles correspondientes a los
extractos de cuistes o de trofozoftos.En todos los casos a menos que
se indique lo contrario,los geles se depositaron en cajas de cristal
construidas especialmente para contener pequenos volumenes v se banaron
con la solucidn reveladora de la actividad enzimatica correspondiente.
Las actividades de hexokinasa,glucosa fosfato isomerasa,malato deshi-
dogenasa descarboxilante y fosfoglucomutasa se detectaron de acuerdo al

método descrito por Mathews y col(1982) v Meraz Ribs v col(1984).La ac-
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tividad de alcohol deshidrogenasa NAD dependiente y de alcohol deshi-
drogenasa NADP /- .»ndiente se detectaron de acuerdo al sistema descrito
por Thorig y col(1975).La actividad de amilasa en los geles se detectd

de acuerdo al método de Ward y c0l(1974).La actividad de quitinasa en
geles se detectd de acuerdo al metodo de Trudell y Asellin(1989).La
actividad de proteinasa se detectd’ de acuerdo al método de Ostoa-Saloma

y c01(1985),empleando casefna como substrato.lLa actividad de esterasa

se detecto de manera similar al método descrito por Market y Hunter(1957),
empleando a-naftil-acetato como substrato y Fast Red ITR como agente
acoplante.Aunque no son actividades enzimé@icas se camparo’el patr&h de
ferroprote{nas (Fe-protefnas),protefnas que contienen Fe como componente
estructural y/o funcional de trofozoftos y quistes.Para este propd%ito

se empled’el metodo descrito por Kuo y Fridovich(1986).En general en
algunos casos se hicieron ligeras modificaciones a los metodos descritos
con objeto de adecuarlos a las condiciones de nuestros experimentos.A
continuacion se describen brevemente los metodos de deteccidn empleados.
Para detectar la actividad de hexokinasa,el gel se sumergio’en 30 ml de
una solucidn compuesta por Tris-HCL,0.2M pH 7.4,NADP 3x10-4M,glucosa 1.1
x10-1M,1 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura,MgCly 0.01
M,MTT 5x10-4M,?MS 1x10-4M,ATP 1x10-3M.El gel se incubo a 37°C o tempera-
tura ambiente en bafo Marfa en la obscuridad el tiempo necesario para que
las bandas de actividad fueran claramente wvisibles.
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Para detectar la actividad de malato deshidrogena
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gel se sumergic en 30 ml de una solucion de la composicion siguien

m

e
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Tris-HCl 0.2M »H 7.4,NADP 3x10-<M,acido maleico 0.03M ajustado previa-

mente a pH 7.0 con NaOH 0.1N,MgC120.01M,MTT FKLO‘Qm,pMS 1x10-%M.E1l gel



se incubd a 37°C en la obscuridad en bafio Marfa el tiempo necesario para
la aparicidn de las bandas.

Para detectar la actividad de fosfoglucomutasa el gel se sumergio’en 30
ml de solucidn de la composiciéa siguiente:Tris-HC1 0.2M,pH 7.4,NADP
3x10-4M,glucosa 1-Fosfato 6.6x10-3M,0.4 U/ml de glucosa 6-fosfato des-
hidrogenasa de levadura,MgCl2 0.01M,MTT 5x10-4M,PMS 1x10-4M,el gel se
incubd a 37°C en la obscuridad en bafo Marfa el tiempo necesario para
que las bandas de actividad fueran visibles.

Para detectar la actividad de glucosa fosfato isomerasa el gel se sumer-
gid en 30 ml de una solucidn de la siguiente composicidﬁ:Tris-HCl 0.2M
pH 8.0,NADP 3x10-4M,fructosa 6-fosfato 1x10-3M,2 U/ml de glucosa 6-fos-
fato deshidrogenasa de levadura.,MgCl2 0.01M,MTT 5x10-4M,PMS 1x10-4M.

El gel se incubd’en el contenedor de cristal en bafio Marfa a 37°C en

la obscuridad el tiempo necesario para que las bandas fueran visibles.
Para detectar la actividad de alcohol deshidrogenasa NADP dependiente

el gel se sumergig en 30 ml de solucion de la composiciéh siguiente:
amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.5,MgCl2 0.01M,MTT 6x10-4M,,PMS
3x10-4M,1isopropanol 10%Z(v/v),NADP 7x10-4M,el gel se incubo  en la obs-
curidad a 37°C en bafio Marfa o temperatura ambiente el tiempo necesario
para que las bandas de actividad fueran claramente visibles.

Para detectar la actividad de alcohol deshidrogenasa NAD dependiente se
empled’la misma mezla de reaccich anterior excepto que el NADP se subs-
tituyg por NAD a la misma concentracidn.El gel se incubo en la obscuri-
dad en bafio Marfa a 37°C el tiempo suficiente para que las bandas fueran

claramente visibles.
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Para detectar la actividad de amilasa el gel se aumergid’en 100 m1 de una

solucion de almiddn soluble al 0.1%(p/v) en amortigua. de fosfatos

0.1M pH 6.4,NaCl 0.015 M,azida de sodio 0.001M a temperatura de 37°C y

se incubd durante 1-2 horas.Después de la incubacion el gel se enjuagg

y se sumergid'en una solucidn de yodo 1%(p/v),yoduro de potasio 3%(p/v)

durante el tiempo suficiente para que el almiddn no degradado se tifera

uniformemente.El exceso de solucion de tincicn se removid por lavado del

gel en agua destilada.

Para detectar la actividad de quitinasa se prepard,glicol-quitina de acuer-
do  al método descrito por Trudell y Asellin(1989),a partir de anhi-

drido acético y glicol-quitosana.la glicol-ﬁuitina preparada de este mo-

do se incorporJ en un gel de deteccidn de 14x16x0.075cm,con una concentra-

cion de acrilamida de 7.5%,bisacrilamida 5%,conteniendo glicol quitina

0.02%(v/v) en Tris-HC1 0.1M,pH 7.4.Este gel de deteccion se puso en con-

tacto directo con el gel de poliacrilamida en el que las proteinas de los

extractos de quistes y trofozo{tos habian sido separadas electroforé&i-

camente.Se eliminaron las burbujas de aire atrapadas entre ambos geles

y se presionaron el uno contra el otro de manera que Se asegurara un con-

/ s ; y .
tzacto intimo entre ellos.Para mantener la presion entre ellos,. el sandwich

formado se metid en una bolsa de polietileno que contenia una toalla
himeda.Se incubd durante 18 horas en una estufa a 37°C.Una vez conclui-
da la incubacion el gel de deteccion se sumergid en una solucion de Cal-
cofluor white M2r 0.01%(p/v) en tris-HCl 0.3M pH 8.9 por 6 minutos .EL

3 o o = L Vs
gel de deteccion se saco de la solucion v se lavo” por incubacion en az:

[11)

i

destilada durante una hora.las zonas donde hubo destruccioa de la glicol

4 . rd
quitina se mostro por zonas carentes de fluorescencia en el gel de dececeion.



Para detectar la actividadlde esterasa el gel se incubd en una solucion

de la composicich siguiente:a-naft cetato 2x10-3M,acetona 2%(v/v) en
amortiguador de fosfato 0.1M pH 7;5.Esta solucidn se preparo fresca cada
vez que se requirid.El volumen usado fue de 50 ml.El gel se incubd a 37°C
en bafio Marfa durante 1-1.5 horas.DesPuéé de la incubacion el gel se en-
juago’con agua destilada y la actividad de esterasa se reveld’por inmer-
sién en una solucidn de la composicion siguiente:Fast Red ITR sal(diazo-
tato-N-N'-dietil-4-metoxianilina) 8x10-3M,como agente acoplante en amor-
tiguador de fosfatos 0.1M pH 7.3.La solucion de Fast Red ITR se prepard
fresca en cada ocasion y siempre se filtrd a traves de papel Whatmann

no.l antes de usarse.la reaccidn de acoplamiento se efectuc a tempera=-
tura ambiente.Las bandas de actividad enzimatica se tifieron de color ro-
jo casi inmediatamente deSpué% de difundir el Fast Red ITR dentro del gel.
Para detectar las actividades de proteinasas,el gel con las protefnas

de trofozoftos y quistes separadas electroforéhicamente se incubd a tem-
peratura ambiente con una solucion de Tris-HCI 0.1M pH 7.4,mercaptoetanol
0.5%(v/v) durante 30 minutos.Entre tanto se prepard un gel de deteccion

de 14x12x0.075cm que contenfa casefna(lmg/ml) y una concentracion de acri-
lamida de 7.5% y bisacrilamida de 5%.,en Tris-HC1l 0.1M pH 7.4.E1 gel poli-

merizado con la caseina se incubo por 10 minutos en el amortiguador con

mercaptoetanol v a continuacicn se puso en contacto directo con el gel
de poliacrilamida con las protefnas separadas electroforeticamente.Se

eliminaron las burbujas de aire atrapadas entre ambos geles v se presic-
naron el uno contra el otro de manera que se asegurara un contacto {nti-

- i ' & X i .
mo entre ambos geles.El sandwich formado se guardo en una bolsa de polie-

. - i - -
tileno que contenia una toalla humeda para mantener la humedad requerica
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para que el gel no se secara.El saﬁdwich se incubd a 37°C durante 48 ho-
ras.DeSpué% d 'z incubacidn el gel de deteccion se f136 en dcido tri-
cloroacético(TCA) 12.5%(p/v) durante 24 horas.Ahora el gel de deteccidn
se tifio con una solucion de Azul de Coummassie brillante G-250 0.25%
(p/v) ;metanol SOZ(v/v),ééido acgiico 10%(v/v) durante 24 horas y se des-
tifio” en una solucidn de dcido acetico al 7%(v/v),metanol 5%(v/v).Las
bandas con actividad proteolftica se detectaron como zonas no tefiidas
por el azul de Coummassie sobre un fondo azul uniforme.

La presencia de Fe-protefﬁas se detecto mediante el uso de un amortigua-
dor de electroforésis diferente del empleado en el caso de las otras
electroforesis.La composicié% de éste fue Tris SmM,glicina 38 mM,pH 8.3,
El extracto de la muestra para la corrida electroforetica se utilizé sin
la adicion de azul de bromofenol.Este corrio en un carr{l paralelo.Una
vez concluida la electroforesis el gel se incubo en una solucion de
acetato de sodio 0.1IM pH 5.0 durante 30 minutos,a continuacion se incubd
en una solucion recien preparada de acido 3,5 diaminobenzoico 80 mM,
convertido al dihidrocloruro mediante la adicion de HCL 0.1N,en amorti-

. ’ s

guador de acetatos 0.1 M pH 5.0 conteniendo peroxido de hidrogeno 80 mM

- . ~ -0 e 1 : T = u/ -
durante 30 minutos a 37°C en la obscuridad.Las ferroproteinas se revela-

’ A ’ I

ron como bandas de color cafe obscuro sobre un fondo cafe mas claro.
En todos los casos excepto para la actividad de quitinasa los geles te-
nidos se fotografiaron inmediatamente empleando tramsiluminacion sobre
un negatoscopio.En el caso de la actividad de quitinasa los geles se

= id ; i . ! . s
fotografiaron empleando iluminacion frontal a partir de una lampara de

luz ulcravioleta de onda corta.
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IVRESULTADOS.
El proceso de diferenciacién de la amiba mediante el cual el trofozofto
se transforma en quiste es un proceso complejo,el trofozo{to muestra
cambios en su movilidad y metabolismo,se forma una pared celular resis-
tente que lo cubre en su totalidad y que le permite resistir cambios
bruscos en la presidﬁ osmética del medio que lo rodea.La mayor parte de
estos cambios se debe seguramente a que durante el proceso de diferencia-
cion de la cé&ula vegetativa la transcripciﬁh de diversos genes se apaga
mientras que en otros se enciende.
Un enfoque experimental que puede ayudar a hacer el estudio del proceso
de diferenciacidn de la amiba es el estudio de aqué&los genes cuya trans-—
cripcidﬁ se enciende o se apaga durante la diferenciacidn.Entre las pro-
tefnas codificadas por los genes que se encienden o se apagan,las enzimas
pueden estudiarse siguiendo la aparicid% 0 desaparicioﬂ de sus correspon-
dientes actividades enzimdticas.La medicid% directa de la actividad enzi-
mdtica de cada una de las enzimas candidatas es diffcil y podrfa no re-
velar el que atn sin cambios en la actividad total de estas se produjeran
cambios en los patrones de isoenzimas que corresponden a cada actividad

. . . M L4 .
enzimatica.De acuerdo con lo anterior es necesario un EﬂfOC;_UE practico

4 I
que permita la identificacion de aquellas enzimas en las que se produzcan

. o o - - -
o bien por cazmbios en la poblacion de isoenzimas responsables de la ac-

-

a distribucion electroio-

(1]
="

. - * . 4 . . - 3 » .
tividad enzimatica en cuestion.El estudic d

- — i B =
retica de las bandas de proteinas con actividades enzimaticas relaciona-

. L =~ /4 3 -
das con las diferentes areas del metabolismo es una forma practica de
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de abordar este problema.De acuerdo con lo anterior se estudid”la distri-
bucidn electroforética comparativa entre trofozofto quistes de las si-
guientes actividades enzimaticas:de las v{as metabolicas asociadas con el
metabolismo de los carbohidratos se estudiaron las enzimas hexokinasa,
glucosa fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa,malato deshidrogenasa descar-
boxilante,amilasa y quitinasa.De las enzimas hidrolfticas inespec{ficas
se estudiaron las esterasas y las proteinasas.Respecto a las enzimas aso-
ciadas con los pasos finales del metabolismo de la glucosa se estudiaron
las alcohol deshidrogenasas NADP y NAD dependientes.Como el proceso de
enquistamiento requiere de un ambiente con caracter reductor se inclu-

yo  en esta investigacidh la deteccion de las bandas de ferroprotefna que
son protefhas que entre otras funciones participan en el metabolismo de
los trofozoftos acarreando electrones en condiciones anaerobias como lo
hacen las ferredoxinas,aun cuando estas no son propiamente enzimas.

Como este enfoque experimental es comparativo,una de las caracteristicas
mds importantes que se deben mantener es que las células que se utilicen

en el estudio se encuentren claramente en una de sus dos formas de dife-

: 5. - 4 : .
renciacion:trofozofto o quiste.Es deciy, que los trofozo{tos esten crecien-

/7 F ” =
do activamente donde las condiciones sean optimas para el crecimiento ve-
g . s - N - - y
getativo para que la poblacion de trofozoitos sea lo mas homogenea posi-
. ) i = & a o ra
ble.De manera similar,lapoblacidn de quistes debe ser lo mas homogenea
. 3 . . I3 / 4 .
posible respecto a su estadio de diferenciacion v a la pureza del tipo
7 3
de celulas.De acuerdo con lo anterior se buscaron las condiciones de cre-

. i ’ o
cimiento vegetativo y enquistamiento mas adecuadas para este fin.En los

LR I

experimentos que se reportan los quistes se obtuvieron mediante la dife-

renciacion de trofozoitos empleando el medio LGM que es un medio que ca-
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rece de glucosa en comparacid% con el medio TYI-S-33 que es el medio de
crecimiento de los trofozoftos. _.e estfmulo de diferenciacidh por depre-
sion de los niveles de glucosa es una sefial que afecta el metabolismo del
trofozofto y activa el proceso de diferenciacidﬂ.(V&%quez de Lara y Arro-
y0,1984).La poblacidh de trofozoftos que se obtuvo fué muy homogénea
debido a que los trofozoftos no enquistan espontaneamente en el medio de
crecimiento TYI-S-33.En los experimentos que se reportan se empled como
criterio de enquistamiento la presencia de pared celular en las amibas.
El colorante Calcofluor white M2r emite fluorescencia intensa en la pre-
sencia de é%taflo cual permite su deteccion.Este es un criterio adecuado
de diferenciacidh puesto que la formacion de pared celular es un razgo
esencial de la formacion del quiste,ya que al ser iluminada la poblacidn
de células enquistantes con la luz ultravioleta los quistes pueden distin-
guirse fdcilmente de los trofozo{tos porque muestran un halo azul producto
de la fluorescencia del complejo Calcofluor-quitina en la pared del quis-
te.En contraste, los trofozof{tos permanecen sin tefiir va que carecen de
pared celular.En general,en los experimentos de enquistamiento se obtu-
vieron poblaciones celulares con predominancia de quistes.Los quistes se
purificaron por sedimentacion diferencial en gradientes de Percoll.En el
gradiente de percoll los trofozoitos migran al fondo del tubo mientras

que los quistes permanecen en suspension en la zona del gradiente entre
30-50% de Percoll.En la tabla II se muestran las caracteristicasde las
poblaciones celulares empleadas.El porcentaje de enquistamiento de lcs
cultivos delf. invadens IP-1 fue de 75-85%,a juzgar por las celulas

T 3 £ g 3 FiETE g f m -4
Calcofluor positivas observadas.Despues de la purificacion de estas ce-

(8]
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lulas en el gradiente de Perccll la  poblacidn de células Calcofluor

# s aQ, .
tivas se incremento a mas de 90%Z.En los experimentos que se reportan so-
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Tabla Il.Porcentaje de enquistamiento y purificacién de quistes de

E.invadens 77-1,

Celulas

Calcofluor
No de amibas positivas

(quistes
del lote contados)
18x106 1107
400x106 1184
252x106 2133
102x106 913
250x106 468

Celulas
Calcofluor
negativas
(trofozoftos
contados).

36

209

264

462

49

% quistes % quistes
antes de 1la despues de 1la
purificacidn purificacidn
en Percoll en Percoll.

36/1107(96%) mas de 96%
209/1652(82%) *
264/2133(882) *

462/913(50%) No incluida en

la eiectroforesis

49/468(90%) *

Trofozoitos de E.invadens IP-1 se enquistaron en medio de cultivo

TYI-S-33 sin glucosa,los quistes producidos mediante este procedimiento

se cuantificaron mediante su estimacién en el microscopio de fluores-

cencia como se describe en Materiales y Métodos.Los quistes se se-

pararon de los trofozoitos mediante centrifugacién diferencial como

se describe en Materiales y Métodos.*.No determinado.
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lo se emplearon aquéilos cultivos con porcentajes de enquistamiento 702
o mayores.Esto con objeto de asegurar una poblacidn lo mas homogénes po-
sible en respecto a su estadio de diferenciacich.Solo los cultivos en
crecimiento activo enquistaron en alto porcentaje.El empleo de nitro-
geno 1{quido como refrigerante para el almacenaje de las celulas o sus
extractos permitid preservar la actividad de las enzimas ensayadas en
6btimas condiciones.Se trato”en lo posible de someter el extracto de
quistes y trofozoftos a un proceso de extraccidn igual para minimizar
diferencias producidas por manipulacion.El sistema de electroforesis que
se empleo”usando geles de poliacrilamida tiene ventajas con respecto a
los geles de almiddh‘tanto en terminos de tiempo de electroforesis como
respecto al calentamiento de los geles durante la electroforesis de las
enz{mas.Para la electroforesis el contenido de protefna de los lotes de
protefha empleados fueron: 1250 pg/ml de extracto de trofozoitos y de
700 Pg/ml de extracto de quiste.La cantidad de protefna por ml en los
extractos de quistes fue menor siempre que la cantidad de protefna en
los extractos de los trofozoitos.Sin embargo,se asegurd que la cantidad
total de proteina en las muestras para electroforesis de extractos de

quistes y trofozoitos fuera la misma.

a8
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En la figura 2 se muestra el patron electroforetico en acrilamida al 7.5

de las protefnas de los trofozoftos v quistes de E.invadens IP-1 tenido

A2

para la actividad de hexokinasa.Los carriles marcados con la letra
corresponden a carriles donde corrieron los extractos de quistes.lLos ca-

rriles marcados cen la letra T corresponden a carriles donde corrieron los
los extractos de trofozoitos.Tanto en los trofozoitos como en los quistes
se pudo detectar la actividad de hexokinasa.lLa zona de actividad de la

- g . 1 .
hexokinasa se observd localizada en la region media del gel.En el carril



Figura 2.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5% de con-

centracion final de acrilamida donde se corrieron electroforeticamente

extractos de trofozo{tos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrie-

ron lado a lado con objeto de minimizar variaciones cada carril tuvo canti-
dades iguales de proteina(50 pg) .Los geles se sumergieron en una solucidn
de 30 ml compuesta de Tris-HCl 0.ZM pH 7.4,NADP 3x10-5M,glucosa 1.1x10-1M
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura 1U/ml,MgC120.0IM,MTT 5x10-%M,
ATP 1x10-3M,con objeto de revelar la actividad de la enzima hexckinasa.

El gel se incudd a temperatura ambiente en la obscuridad el tiempo sufi-

ciente para que las bandas fueran claramente visibles.Abreviaturas T.trofo-

zofto.Q.quiste.
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De los trofozoftos se tineron 3 bandas de actividad con Rf de 0.46,0.50,

y 0.54.En los carriles donde migr6 el extracto correspondiente a los quis-
tes se detectaron las mismas bandas de actividad.Debido a que la sobre-
tincién fue un problema frecuente,los geles solqhse tineron 5-10 minutos

a temperatura ambiente para obtener detecciones enzimdticas satisfactorias
de hexokinasa.

En la figura 3 se muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% que se tifd

para detectar la actividad de la enzima glucosa fosfato isomerasa:Los carri-
les marcados con la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteinas
del extracto de quistes,los carriles marcados con la letra T corresponden a
carriles donde corrieron proteinas del extracto de trofozoitos.Tanto en
quistes como en trofozoitos se detecto la actividad de glucosa fosfato iso-
merasa en una sola banda de actividad con idéntico patrdﬁ de migracion e
intensidad de tincién.La enzima migrdé relativamente poco en el gel y tuvo

un Rf de 0.14.

La figura 4 muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% que se tino para la
actividad de malato deshidrogenasa descarboxilante.Los carriles marcados

con la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteinas del extracto
de quistes,mientras los carriles marcados con la letra T corresponden a
carriles donde corrieron proteinas con el extracto de trofozoitos.

La actividad de malato deshidrogenasa se tifio como una banda tenida tenue-
mente con un Rf de 0.16.Esta banda estuvo presente tanto en quistes como en
trofozoftos y fue idéntica en intensidad y migracidn dentro del gel.

En la figura 5 se muestra un gel de poliacrilamida que se tino para detec-
tar la actividad de fosfoglucomutasa,los carriles marcados con la

letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteinas del extracto

de quistes. Los carriles marcados con la letra T correspondieron a



Figura 3.Fotograf{é que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5% de con
centracidn final de acrilamida donde corrieron electroforéticamente ex-

tractos de trofozoftos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrie-

ron lado a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo can-
tidades iguales de proteina(50pg).Los geles se sumergieron en 30 ml de la
solucidn compuesta por Tris-HC1 0.2M pH 8.0,NADP 3x10-4M,fructosa 6-fosfa-
to 1x10-4M,2 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura,MgCl?
0.01M,MTT 5x10-4M,PMS 1x10-4M.Con objeto de revelar la actividad de la

enzima glucosa fosfato isomerasa.El gel se incubo a 37°C en la obscuridad

el tiempo suficiente para que las bandas de actividad fueran claramente

visibles.Abreviaturas.T.trofozo{to.Q.quiste.
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Figura 4.Fotografia que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracidn final de acrilamida donde corrieron electroforeticamente extractos

de trofozoitos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron lado a

lado con objeto de minimizar variacionmes.Cada carril tuvo cantidades iguales
de protefﬁa(SUpg).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solucion compues-
ta de Tris-HC1 0.2M pH 7.4,NADP 3x10-4M,acido maleico 0.03M ajustad previa-
mente a pH 7.0 con NaOH 0.1N,MgC120.01M,MTT 5x10-4M,PMS 1x10-4M.,con objeto

de revelar la actividad de la enzima malato deshidrogenasa descarboxilante.

El gel se incubo a 37°C en la obscuridad el tiempo suficiente para que las
bandas de actividad fueran claramente visibles.Abreviaturas.T.trofozofto.

Q.quiste.
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Figura 5.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracion final de acrilamida donde se corrieron electroforéticamente extrac-

tos de trofozoitos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron lado

a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades igua-
les de protefna(50ug).Los geles se incubaron en 30 ml de una solucion com-
puesta de Tris-HC1l 0.2M pH 7.4,NADP 3x10-4M,glucosa l-fosfato 6.6x10-3M,

0.4 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura,MgCl120.01M,MTT
5x10-4M,PMS,1x10~4M. ,con objeto de detectar las bandas con actividad de

fosfoglucomutasa.E1l gel se incubo en la obscuridad a 37°C el tiempo sufi-

ciente para que las bandas fueran claramente visibles.Abreviaturas.T

T.Trofozoifo.Q.quiste.
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carriles donde corrieron las protelnas del extracto de trofozoftos.La tin-
cidén para esta actividad reveld escasa actividad enzimdtica.La enzima tuvo
un Rf de 0.15. La actividad enzimatica fue identica en trofozoItos y quistes
en términos de su migracidn electroforética e intensidad.

La figura 6 muestra un gel de poliacrilamida que se tind para la actividad
de alcohol deshidrogenasa NADP dependiente.Los carriles marcados con Q
corresponden a carriles donde migraron las proteinas del extracto de quistes.
Los carriles marcados con la letra T corresponden a carriles donde migra-
ron proteinas del extracto de trofozoitos.Tanto en trofozoftos como en
quistes se pudo detectar una zona muy evidente de actividad de alcohol
deshidrogenasa NADP dependiente que migré en la regidén media del gel con Rf
de 0.43.Esta banda fue idéntica tanto respecto a su patrdon de migraciodn

como a su intensidad en trofozoitos y quistes.Debido a la actividad de la
enzima,la sobretincién fué un problema frecuente. 5-10 minutos de incubacidn
a temperatura ambiente o 37°C con el sistema detector de la enzima fue
suficiente.

En la figura 7 se muestra un gel de poliacrilamida que se tind para la acti-
vidad de alcohol deshidrogenasa NAD dependiente,los carriles marcados con

la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteinas del extracto

de quistes.los carriles marcados con la letra T corresponden a carriles
donde corrieron protefnas del extracto de trofozoitos.Se detectd tanto en
quistes como en trofozoitos una sola banda de actividad que migré en la re-
gidén media del gel con Rf de 0.40.Esta banda fue idéntica en ambas prepara-
ciones.

En la figura 8 se muestra un gel de poliacrilamida que se tind para la actividad
de amilasa,los carriles marcados con la letra Q corresponden a los carriles

donde corrieron las proteinas con el extracto de quistes.Los carriles con
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Figura 6.Fotografia que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracidn final de acrilamida donde corrieron electroforeticamente extractos de

trofozoftos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron lado a lado

con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades iguales de
prote{na(SOpg).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solucion compuesta
de amortiguador de fosfato 0.1M pH 7.5,MgC120.01M,MTIT 6x10-4M,PMS 3x10-4M
isoprepanol 10%(v/v),NADP 7x10-4M.,con objeto de revelar la actividad de 1la

enzima alcohol deshidrogenasa NADP dependiente.El gel se incubo”a temperatura

ambiente en la obscuridad el tiempo suficiente para que las bandas de acti-

vidad fueran claramente visibles.Abreviaturas T.trofozoffo.Q.quiste.
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Figura 7.Fotografia que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracion final de acrilamida donde se corrieron electroforeticamente extrac-
tos de trofozo{tos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron lado
a lado con objeto de minimizar variaciones,cada carril tuvo cantidades igua-
les de proteinas(50ug).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solucién
compuesta de amortiguador de fosfatos 0.1IM pH 7.5,MgC120.01M,MTT 6x10-4M,
PMS 3x10-4M,isopropanol 10%(v/v),NAD 7x10-4M,con objeto de revelar la acti-

vidad de la enzima alcohol deshidrogenasa NAD dependiente.El gel se incubd

a 37°C el tiempo suficiente para que las bandas de actividad fueran clara-

mente visibles.Abreviaturas.T.trofozoito.Q.quiste.
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Figura 8.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5% de concen-
tracion final de acrilamida donde se corrieron electroforeticamente extrac-

tos de trofozoitos y quistes de E. invadens IP-1.Las muestras corrieron

lado a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades
iguales de proteina (100 pg).Los geles se sumergieron en una solucidn de
100 ml compuesta de amortiguador de fosfatos 0.1M pH 6.4,NaCl 0.015M,azida
de sodio 0.001M,almiddn soluble al 0.1%(p/v) ,durante 1-2 horas a 37°C.Para
revelar la actividad de la enzima amilasa los geles se lavaron e incubaron
en una solucion de yodo 1%(p/v)-yoduro de potasio 3%(p/v).Los geles se la-
varon hasta que las bandas de actividad fueran claramente visibles por tin-

cich negativa.Abreviaturas.T.trofozoito.Q.quiste.
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la letra T corresponden a aquellos donde corrieron protelnas del extracto

de trofozoftos.Se detectaron 5 variantes electroforéticas de las amilasas en
los trofozoitos con Rf de 0.30,0.37,0.54,0.61,0.66.Las diferentes bandas

se identificaron con los nimeros romanos del I-V.La amilasa I fue la que
migrd menos en el sistema de electroforesis.Esta banda presentd una actividad
mayor que las restantes 1soenzimas que se separaron.En los carriles donde
corrieron las proteinas del extracto de quistes se detectd un conjunto de
isoenzimas de amilasa similar,sin embargo hubo caracteristicas distintivas.
La amilasa I tuvo menor actividad a juzgar por el halo de hidrdlisis,las
amilasas 1,11 y V fueron idénticas tanto en trofozoItos como en quistes
respecto a su Rf y halo de hidrdlisis.En cambio las amilasas III y IV se
encontraron seriamente deprimidas en los extractos de quistes y su actividad
no fue detectable en nuestras condiciones de ensayo,sefialando diferencias
entre el patrén isoenzimatico de los quistes y de los trofozoitos.

En la figura 9 se muestra un gel de poliacrilamida que se tino para la
actividad de quitinasa,los carriles marcados con la letra Q corresponden

a aquellas regiones del gel de deteccidn que estuvieron en contacto directo
con los carriles del gel donde corrieron las proteinas del extracto de quistes.
Los carriles marcados con T corresponde a regiones del gel de deteccié% que
estuvo en contacto directo con los carriles del gel donde corrid el extracto
de trofozoitos.Se detectd una banda de actividad de quitinasa bien definida
en los extractos de quistes que migrd mads alld de la region media del gel

de deteccién y algunas otras bandas de actividad de quitinasa no bien definidas.
El Rf de la banda mds importante fue 0.60.En cambio en los carriles donde

corrieron las proteinas del extracto de trofozoitos la actividad de quitinasa fue
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Figura 9.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concentra-
cidn final de acrilamida conteniendo glicol-quitina 0.02%(v/v),Tris-HCl 0.1

M pH 7.4. que estuvo en contacto directo con un gel de poliacrilamida de

7.5% de concentracidn final de acrilamida donde corrieron electroforeticamen-

te extractos de trofozoftos yquistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron

lado a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades
iguales de protef{na(100 pe) -EL gel de deteccion estuvo en contacto directo

co el gel con las proteinas separadas de E.invadens durante 18 h a 37°C.
dentro de una bolsa de polietileno en condiciones humedas.La actividad de la
enzima quitinasa en el gel de prueba se detecto” mediante su incubacidn en una
solucién de Calcofluor White M2r 0.01%(p/v) en Tris-HC1 0.5M pH 8.9 durante

6 minutos y se enjuagd’en agua destilada durante una hora.Los geles se ilu-
minaron con luz UV.Las zonas de actividad de quitinasa fueron aquéllas caren-

tes de fluorescencia del complejo Calcofluor quitina en el gel de deteccion.
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débil.Esto indica diferencias significativas en la actividad de quitinasa
entre quistes y trofozoftos.

En la figura 10 se muestra un gel de deteccidn que se tind para la actividad
de proteinasas.los carriles marcados con la letra Q corresponden a regiones
del gel de deteccidén que estuvieron en contacto directo con los carriles
donde corrieron las proteInas del extracto de quistes.Los carriles marcados
con la letra T corresponden a regiones del gel de deteccidn que estuvieron
en contacto directo con los carriles donde corrieron las protefnas del
extracto de trofozoftos.En los carriles de los trofozoitos se pudieron
detectar 3 proteinasas.Las diferentes bandas se identificaron con los niimeros
romanos I-1I1I1.Estas bandas mostraron los siguientes valores de Rf,0.29,0.48,
0.64..La proteinasa II con movilidad electroforética intermedia fue la

de mayor actividad proteolitica.En contraste con la intensa actividad
proteolitica de los extractos de los trofozoitos,los extractos de quistes
presentaron una actividad proteolitica dificilmente detectable indicando di-
ferencias estadio especificas.

En la figura 11 se muestra un gel de poliacrilamida que se tino para la
actividad de esterasa,los carriles marcados con la letra Q corresponden a
aquellos donde corrieron proteinas del extracto de quistes.Los carriles
marcados con la letra T corresponden a aquellos donde corrieron proteinas
del extracto de trofozoitos.Se detectaron tanto en los quistes como en los
trofozoitos dos bandas de actividad intensa de esterasa.lLas bandas se iden-
tificaron con los nimeros romanos I y II.,La esterasa I tuvo un Rf de 0.34

y la esterasa II tuvo un Rf de 0.65.Ambas esterasas estuvieron presentes
tanto en trofozoitos como en quistes y fueron idénticas.En los carriles de
los trofozoftos se notd la presencia de algunas bandas con actividad de

esterasa de menor intensidad.en los carriles de los quistes no se pudieron
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Figura 10.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracidn final de acrilamida conteniendo casefna lmg/ml en tris-HC1 0.1M

pH 7.4 e incubada previamente 30 minutos en buffer de la misma formulacidh
conteniendo mercaptoetanol 0.5%(v/v)que estuvo en contacto directo con un gel
de poliacrilamida de 7.5% de concentracidn final de acrilamida donde corrieron

s
electroforeticamente extractos de trofozoftos y quistes de E.invadens IP-1.

Las muestras corrieron lado a lado con objeto de minimizar variaciones.

Cada carril tuvo cantidades iguales de proteina(100pg).El gel de deteccion
estuvo en contacto directo con el gel con las proteinas separadas de trofozoi-
tos y quistes de E.invadens durante 48 h a 37°C.Despues de la incubacion el
gel de deteccidn se fijofen TCA y se tifio” con azul de Coummassie brillante.

Las zonas de actividad de las enzimas proteoliticas se detectaron como zonas

blancas sobre un fondo azul de proteina intacta.Abreviaturas.T.trofozoito,

Q.quiste.
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Figura 11.Fotograffa que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5% de concen-
traci&h final de acrilamida donde corrieron electroforé?icamente los extrac-

tos de trofozoftos y quastes de E.invadens IP-1l.las muestras corrieron lado

a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades iguales
de protefna(lOOpg).Los geles se sumergieron en una solucion de 50 ml compuesta
de a-naft{l acetato 2x10-3M,acetona 2%(v/v),en amortiguador de fosfato 0.1M

pH 7.5 durante 1-1.5 h a 37°C.La actividad de la enzima esterasa se revelo
por el lavado del gel e inmersion de €ste en una solucion de Fast Red ITR

sal 8x10-3M,en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.3.Los geles se incubaron

en esta solucion a temperatura ambiente hasta que las bandas fueron claramen-

te visibles.Abreviaturas.T.trofozofto.Q.quiste.
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identificar estas bandas.

La figura 12 muestra un gel de poliacrilamida que se tind para detectar
las ferroprotefﬁas de E.invadens IP-1,los carriles marcados con la letra
Q corresponden a carriles donde migraron las proteInas del extracto de
quistes.Los carriles marcados con la letra T corresponden a carriles
donde corrieron extractos de trofozoftos.Se detectd tanto en los quistes
como en los trofozoitos dos bandas de ferroprotefnas que se tineron
debilmente.Las bandas se identificaron con los ndmeros romanos 1 y II.

En los trofozoitos las bandas mostraron mayor intensidad.La banda de la
Fe- proteina I exhibidé un Rf de 0.25 . La Banda de la Fe-proteina II

migrd con el frente del gel en la corrida electroforética.No se detectaron
diferencias entre el patrdn electroforético de quistes y trofozoitos para

estas proteinas .
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Figura 12.Fotografia que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-
tracion final de acrilamida donde corrieron electroforeticamente los extrac-

tos de trofozoftos y quistes de E.invadens IP-1.lLas muestras corrieron lado

a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades iguales
de protefna(100 pg).Los geles se sumergieron en una solucion de acetato de
sodic 0.1M pH 5.0 durante 30 minutos y luego en una solucion recien prepara-
da de acido 3,5 diaminobenzoico 80mM en amortiguador de acetatos 0.1M pH 5.0
los geles se incubaron a 35°C en la obscuridad el tiempo suficiente para que

las bandas de ferroproteinas fueran claramente visibles.Abreviaturzs.,

T.trofozoi&o.Q.quiste.

23






V) DISCUSION.
El estudio de isoenziﬁas en los estadios de trofozofto y quiste dentro
del ciclo de vida del paré%ito E.invadens dio resultados que sugieren
que durante la diferenciacion de la amiba existe modificacidn de los
patrones de isoenzfmas y probablemente de las actividades enzimdticas
en algunas dreas del metabolismo del paréﬁito mientras que en otras areas
no se registrofvariacidh.Se analizaron algunas enzimas que participan
en el metabolismo de los carbohidratos y no se encontrd variacion en
la intensidad de actividad enzimitica o en el ndmero de isoenzimas o en
el patrdn electroforético de las enzimas glucol{ticas hexokinasa,glucosa
fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa y malato deshidrogenasa cuyos patrones
de corrimiento electroforético resultaron idénticos en preparaciones
tanto de trofozo{tos como de quistes.De los pasos finales de la via de
la degradacion de la glucosa se estudiaron las enzimas alcohol deshidro-
genésa NADP dependiente y alcohol deshidrogenasa NAD dependiente.los re-
sultados obtenidos en los experimentos que se reportan no reflejan dife-
rencias en el patréﬁ de migracidﬁ o niimero de isoenzimas de los trofozoi-
tos v los quistes lo que indica que probablemente no hay variacidn de estas
enzimas durante el enquistamiento.Tomados en conjunto estos resultados
sugieren que al menos en teTminos cualitativos las enzimas de la glucoi
lisis de E. invadens permanecen sin modificacion durante el enquistamiento.
Sin embargo las isoenzimas con actividad de amilasa mostraron modificaciones
evidentes en el patroﬁ electroforético entre trofozoftos y quistes.Se
observo”una desapariciéﬁ detectable bajo las condiciones de ensayo que

reportamos, én los quistes de.dos de las cinco isoenzimas presentes en los

)
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trofozoftos.Anteriormente se han descrito amilasas en trofozofitos de E.
histolytica y E.invadens (Werries y Nebinger,1984,Werries y Miiller,1986).
Estas enzimas juegan un papel muy importante en la nutricidén de los trofo-
zoitos en un medio donde el almidén es ampliamente disponible a partir de
la dieta del huééped y es acumulado por los trofozoitos.Se ha descrito 1la

exocitosis de amilasas en E.histolytica(Miiller y col.,1988),10 que sugiere

que al menos algunas amilasas del parasito tienen el papel de hidrolizar
el almiddn externamente y hacer la glucosa accesible al trofozoito.Inter-
pretamos los resultados obtenidos sugiriendo que en el quiste las amilasas
no identificables pudieran ser amilasas exportables que disminuyen sus
niveles o cuya sintesis se reprime o deprime debido a que los quistes no
exportan amilasa al medio.

Asociados tambien con el metabolismo de los carbohidratos los resultados
obtenidos con el estudio comparativo de quitinasas de trofozoitos y
quistes de E.invadens muestran datos que sugieren un notable incrementd
v/o aparicién de quitinasa no detectable en los trofozoitos bajo las
condiciones de ensayo empleadas.En ambos,trofozoitos y quistes ,se detectd
actividad de quitinasa.Sin embargo bajo las mismas condiciones experimentales
la quitinasa presente en los extractos de quistes fue mis activa que en
los trofozoitos sobre el substrato glicol-quitina.Interpretamos estos
resultados como un incremento de la actividad o sintesis de quitinasa
asociada con el proceso de enquistamiento.Durante el enquistamiento es
probable que exista un aumento de la sintesis de quitina debido a que se
forma la pared celular del quiste.Nuestros datos sugieren que tambien hay

un incremento de actividad de quitinasa en los quistes..

Anteriormente se ha descrito la aparicidn de una importante actividad de



quitinasa de los trofozoftos enquistantes(Ramirez-Rojas y Arroyo,1982).
El patrdon de quitinasas detectable en los geles de poliacrilamida es com-
patible con esta observacidn.

Estudiamos dos actividades hidroliticas inespecificas: La actividad de
esterasa y la actividad de proteinasa de los extractos de quistes de
trofozoitos y quistes de E.invadens.Las proteinasas han sido descritas

como factores de virulencia de los trofozoitos de E.histolytica(Hidalgo y

c01,1990) .Encontramos resultados que sugieren una disminucidén notable de

la actividad proteolitica sobre caseina de los quistes en relacidén a los
trofozoitos.Las dreas de hidrélisis sobre el gel de prueba asi lo indican.
Interpretamos estos resultados como un ajuste estadio especifico de la
sintesis de proteinasas.El quiste pudiera disminuir la produccidn de protei-
nasas probablemente debido a que no se alimenta en este periodo de latencia.
Las proteinasas sirven al trofozoito para obtener proteinas y aminodcidos
que emplea para la construccion de sus enzimas,toxinas y proteinas es-
tructurales.La disminucidn de su sintesis pudiera reflejar la disminuciodn
del metabolismo del quiste.Previamente se ha asociado la actividad proteo-
1itica con la virulencia de los trofozoitos de Entamoeba.(Gadashi y col.,
1983a,1983b,Muficz y co0l,1985,Hidalgo y ¢0l.,1990).Sugerimos que la actividad
proteolitica puede ser también un marcador estadio especifico.

En nuestro estudio comparativo de las esterasas de los trofozoitos y quistes
de E. invadens se encontraron resultados que indican que las esterasas
principales,a juzgar por el grado de actividad que presentaron,fueron
similares en patrén de migracidn y nimero en trofozoitos y quistes.Dos
esterasas principalmente,6 las cuales estuvieron presentes tanto en trofozoi-

tos como en quistes.Detectamos tGnicamente variaciones menores debido a

esterasas con actividad débil hacia el substrato a-naftil acetato pre-
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sentes en los trofozoItos pero no en los quistes.Al igual que las amilasas,

se ha reportado la exocitosis de esterasas de E.invadens y E.histolytica

al medio(Muller y col,1988).Este conjunto de enzimas,esterasas,amilasas y
proteinasas parecen ser enzimas que comparten la caracter{stica comiin de

ser liberadas al medio por los trofozoftos mediante el proceso de exocitosis

y cuyos niveles al parecer se deprimen,segiin los resultados que presentamos

en el estadio de quiste donde se presume existe una menor actividad metabo-
lica.

Pudimos detectar Fe-proteinas en trofozoitos y quistes de E.invadens,un re-
sultado que preveiamos puesto que el Fe es un metabolito importante para los
trofozoitos de Entamoeba.No pudimos establecer diferencias estadio especificas
en este tipo de proteinas,algunas de las cuales se han asociado al metabolismo
respiratorio de las amibas(McLaughley y Aley,1985).De las dos Fe-proteinas

que detectamos ambas parecen estar presentes en quistes y trofozoitos.Es
posible que al menos alguna de las dos bandas de Fe-proteina pudiera ser

ferredoxina debido a su abundancia en los trofozoltos(Reeves y col.,1980).
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V1.CONCLUSIONES.
Se encontraron diferencias estadio especfficas en isoenzimas de la amilasa,
quitinasa, proteinasa y esterasa pero no en las enzimas hexokinasa,
glucosa fosfato isomerasa,malato deshidrogenasa,fosfoglucomutasa,alcohol
deshidrogenasa NADP,alcohol deshidrogenasa NAD dependiente y Fe-protefnas
de trofozoftos y de quistes de E.invadens IP-1.Este reporte es la primera
descripcidn de un estudio comparativo de isoenzimas de trofozoftos y de
quistes en Entamoeba,asi como también es la primera descripcidn de tincidn
en geles de poliacrilamida de las isoenzimas de esterasa,amilasa,alcohol
deshidrogenasa NAD y NADP dependientes,quitinasa y proteinasa bajo condi-
ciones no desnaturalizantes y Fe-proteinas en Entamoeba.Pensamos que esta
metodologia que empleamos es muy conveniente y pudiera usarse para establecer
que partes del metabolismo se modifican durante el proceso de enquistamiento
en Entamoeba.
Estudios cuantitativos de la actividad enzimitica especifica en trofozoitos
v quistes en el tubo de ensavo pudieran ser Gtiles para mostrar un panorama
mds exacto de lo que ocurre con las actividades enzimiticas que hemos

analizado.
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