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RESUMEN. 

En este traba jo se realizó un estudio comparativo de isoenzimas de tro-

fozoítos y quistes de E.invadens IP-1,con ob j eto de buscar marcadores 

bioquímicos asociados con el enquistamien to de los trofozoítos.Para lo-

grar este propósito se estudiaron algunas enzímas del metabolismo de los 

carbohidratos: hexokinasa , glucosa fosfato isomerasa,fosfoglucornutasa, 

malato deshidrogenasa descarboxilante , que participan como én~ima s int~r -

mediarías en la vía metab~lica de la de gradación de la glucosa .Las enzi -

mas alc ohol deshidrogenasa NADP y NAD dependientes que participan en l os 

1 

pasos terminales de la degradación de la gluc osa,las en zimas amí lasa ,-

quitinasa asociadas con la acumulación de glucógeno y la síntesis de ~a 

pared celular en los quis tes. Las enzimas hidro líticas ines pecíficas 

/ 
esterasas y proteinasas y las proteínas no en zima ticas ferroproteín as. 

Como resultado de nuestro est udio enc ontramo s datos que sugieren que ~o 

J 
hay variacion de isoenzimas en las siguientes enzímas :he xokinasa,g l uc~sa 

fosfat o isomera sa ,fosfoglucomutasa, malat o deshid r ogenasa, alcohol de s~ ~-

drogenasa N~P y NAD de pendiente s ,pero si hay modif i cac i ones pe rcep t i -

bles e~ l as isoenzimas de l a s enzimas amila sa s , quitinasas, pr o teina sas y 

r es tera sas . Las fe rr op roteinas que detect amo s mos t rar on va ri acion es cua =r: -

tativas pero no ;cualita tivas entre quist es y tr o: ozoít os . Los dat os =~e 

se obtuvieron son compatibles con l a vi sión de que duLante el enqu i s::-

mien t o alguna s á'reas del metabol ismo de l trof ozo it o s e ~o d i f ican no c¿ -

ble rne ~ :e en lo s quiste s mientras otra s no .Sugerimos que el us o de is: e=:i-

mas es una metodología poderosa pa r a anal i za r l as re giones del met a: : ~:=-

~ mo que sufren modi f icaciones cuando el tr of ozoit o se tra ~sforma en : ~:s:e 

en este parásito.Además se hace una re vi s ión de la bi olog ía de l tr o : : : : ~: o 

y el ~uis te del parás ito E. invadens. 
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l. INTRODUCCION. 

A.Generalidades. 

a)Biologfa de E.invadens. 

/ / 
10Ubicacion taxonomica. 

E. invadens Rodhain,1934 es un organÍsmo con la siguiente ubicación 

taxonó~ica(Grass(.1952,Levine y col.,1980) : 

Reino:Animal. 

Subreino:Protozoa(Gold fu ss,181 7 ,Von Siebold,1848 ). 

Ph ylum: Sarcomastigophora . (Hon ingberg&Malamuth,1963 ) . 

Subphylum:Sarcodina . ( Schmarda ,1 871). 

Superclase:Rhyzopoda (Von Sie bold ,1 845) . 

Clase:Lobosea.(Carpenter,1961). 

Subclase:Gimnamoebia (Ha eckel,186 2) . 

Orden: Amoebida . (Erhenberg ,1830). 

Suborden: Tubulina ( Bo vee&Jahn ,1 966 ) . 

Fami lia:Entamo eb idae ( Ca lkins 2 933) . 

G[nero:Entamo eba (Casagrandi&Barbagallo , 1895) . 

Especie:invadens . (Rodhain,19 34) . 

2)Cíclo de vida. 

E. invadens tiene un c1 c lo de v ida con ~ e tapas dist i r. guibles mo r f olcí'gi -

camente:Fase de trofozoÍto,fase de pr e quis te,fase de quiste y fas e de 

trofo zo{to metaquÍstico.La t ortuga Ch r vseci s picta hutsped na tural 

(Xeerovi tch,1958) se in fec ta mediante la : ~gesti ó~ de qui3tes viables 

que desenqu istan en el intes t ino del hues?e d.De l quis te emer ge un tro-

fozoí t o tetranuclea do que se div i de da~do ~ugar a trof ozoÍtos uninuclea-

dos (ocho ) que se fi j an a la pared inte stinal maduran y pasan a la f ase 



Figura 1.-Ciclo de vida de E.invadens. 
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Reiniciación del 
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Enquistamiento y 
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en las heces . 

~a ta.En otros reptiles,part i cu la rmente las s er p ie n tes,~.invadens 

invade l a mucosa intestinal y causa ami biasis invasiva . 
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de trofozoÍto activo,se alimentan,se dividen varias veces y· aumentan su 

número.Por ra 1.:ue s no conocidas algunos trofozoítos cesan de alimentarse 

,, 
y de moverse y el volumen del contenido de sus vacuolas citoplasmicas dis-

/ 
minuye se redondean y rodean de una pared celular.Simultaneament e los cuer-

pos ribonucleoproteicos del citoplasma se agrupan formand o barras croma-

toideas alargadas con extremos aciculares.En esta fase de su ciclo de vida 

se le llama quiste.El nJ'cleo del quiste se divide y forma 4 n~c leos e n los 

quistes maduros.Los quistes se dispersan en gran cantidad en las heces.Pa-

ra que el ciclo de vida se reinicie l os qu istes necesitan ser ingeridos 

,, 
por un huesped apropi ado ya que su viabi lidad es limitada.Su ciclo de vida 

es idéntico al de~ histolytica que paras ita humanos y es causan te de l a 

amibiasis humana (Kudo,1960,Cheng,1973,Geiman y Ratcliffe,1936,Cervan te s 

y col,1980,Dobell,19 28) . 

b )B iolog{a del trofozo Ít o de E. i nvad ens. 

l )Mo r f olog{a y ultr ae s tructura . 

E.invadens forma pa r te de un conjun t o de organ ismos den ominados ami bas 

/ / 
que agrupa espec i es heterogen e as filo genet i cament e que comparten la ca -

r acterÍstica de pose er una morfolog ía altamen te va riable . Es u~ or ganis -

mo unicelular que po see una me mbra na plasmá ti ca sumamen te din~m ica r od ean 

do un ci t op lasma capaz de fl u{r e~ t odas direc cion es .E l tr ofozoÍt o mide 

15 . 9pm de di;metr o pr omedio y presenta un n~cl e o de 4 . 78pm promedio con 

un endosoma opaco a l os elec tr on es que ocup a ~ 0% del n~cleo en la regi on 

,, 
cen tral, granulos de cromatina condensa c2 en la ca ra interna cie la mem~ra -

na nuclear y vesículas intranucleares sin funcio~ definida (Geiman&Ratt -

cliffe, 1936,S i ddiqui &Rudzinska,1965 , Rondanel l i y col , 1966) . El n~cle o 

est a con ten ido po r una membrana nuclear que ? resen t a poros en s u 

3 



superficie(Deutch&Zaman,1959).En el citoplasma no presenta mitocondrias, 

aparato de Golgi y retículo endoplasm~tico.Presenta gr;nulos electroden-

sos constituidos de glucógeno y gotas de material lipídico distribuidas 

, 
sin patron definido,ribosomas,polisomas y conjuntos de riboso rnas en dis-

posición helicoidal sobre haces de filament os paralelos de nominados 

cuerpos ribonucleoproteicos.Posee un sistema vacuolar endo cft ic o mu y de-

sarrollado constituido de vacuolas de tamaño y morfología var iab le (S idi -

qui&Rudzinska ,1965,Rondanelli y col,1966,Deutch y Zaman,19 58) . La membra-

na plasm~tica tiene estructura trilaminar.En la cara citopl asmática de 

l a me mb rana se detectan grá'nulos ovalados s in f unc i~n de fini da de nomina -

dos cuerpos ovales intramembranales. (Ro ndanelli y col,19 66) .La memb rana 

presenta receptores para Concanavalina A. (Trissl y col,19 76) . La re gión 

/ 

mas externa de la memb rana presenta una c ubi erta que se de nominó gl uco-

I • 
calix analoga a la de las celulas animales (Sidd i qui &Rudzinska,1965) . .!:__. 

invadens presenta gran acti vidad fa goc Í t i ca y p i nocÍti ca . Vn estudio de 

ni c roscopia electrónica de la fa gocitos i s de l almidón most rorq ue duran-

/ / 
te la fagocitosis ha y emi s ion de pseudopo dos ,rodeo de la pa r tícula y 

endo citosis. (Zaman,1962) . La pino cit os is taDbi én s e ha es t udiado e n e l 

trofo zoÍto,en medi o ax~nico é's t a es e l mecan i smo principal pa ra cap t u-

rar ma teriale s nutritivos .Duran te la pinocitosis apa recen ves ículas pi -

noc {t i cas y se fo r man cana le s que se invag inan dentro del trofozoÍto . 

~as ves ícu las estan limitadas po r una re giÓn submernbranal áe ~at eri al 

:ibr ila r,proba blemente componen t es del citoesquelet o ('.'1.artí nez Palomo v 

:ol , 1976 , Rondanell í v col ,1968, Geiman v ~a tcliffe, 1936) . 

4 



2)BioquÍmica y composicitn de las 

me I!lb ranas celulares de E . . u1vadens. 

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 col,19 76) .Se les ha aislado mediante centrifugación 

/ 

diferenc ial.La membrana presentó alto contenido de colesterol,fosfolípi-

dos,es f íngo l{pidos y fosfon ol{pidos.De los lÍpidos comple jos,la fosfati -

dílcolina(FC) fue el componente principal.Tambí:n se identificaron fes-

fatidí lserina(FS),fosfatidíletanolamina (FEA) ,fosfatidílínositol(FI),es-

fingomíelina(EFM ) ,ceramidafosfo rilinosit ol(CFI),ceramidafosfoniletanol -

amina (CPE) ,ceramídaetanolaminafosfato (CEF) , ceramidaaminoetilfosfonato 

(CAP),ceramidaetanolaminafosfato(CEF). (Van Vlieth y col. ,19 75 , Cerbó'n y 

Flores,1981).Siendo CEF (l4%) ,FEA(l6%) y CAP(l7.5%)los más importante s 

(McLaughlin y Meerovitch,1975) . Las membranas de E.ínvadens pre sen t aron 

CEP,C . .\P,EFM,componente s que estan ausentes de las membranas de amibas de 

vi da l ibre.El l{pido CAP 1 resistente a la accí~n de las fosf ol ípas as 

y presente en alta conce n traci~n en las memb ranas de estas amibas sugíe­

/ 
re un mecanismo de re sí s te~cia hacia s us pr opias enzimas y las del huesped . 

/ 

(Cerbon y Flo res,19 81 ) . Es t udio s de rec ambio de los lÍpidos de la mem-

brana ~os traron que la t asa de re cambio fu e es~ e c{fica para cada tipo de 

l{pido . Po r e j emplo ,Fi yCAP se recamb iar on mos tran·do un a vida medía de 12 h 

y FEA y CFI con una v i de. ::ec ía de ::'4h,mientras que FC, EF:1 "f S no s e re cam-

b iar o~ ( c erbdn y Flores, 193~ ) . Un he cho notable f ue el descubrimiento de 

que la cornposic í~n de l{pidos de las memb ranas plasm;tica v fagol isoso -

mal e s era diferente.Las me~~ranas in ternas se enc on traron enriquecidas 

/ / 

en f osfo lípidos (2 8% ) cen tre. 17% de la membr ana pl as~a tica . Las memb r a"as 

5 
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fagolisosomales presentaron mayor cantidad de FS,mientras que la plas-

/ / 

matica presento una mayor can~iuad de EFM.La membrana plasmatica presen-

/ 

to una relaciC:n de colesterol/fos f olÍpidos de 0.85-0.93,mientras que las 

membranas internas 1.05 .La composicio~ y porcentaje de colestero l y fos -

/ / 

fol{pidos dependio de la composicion del medio de cultivo donde s e desa-

rroll;.La remocio~ del suero del medio provocó la dupl icacio~ de la con-

centraciC:n de CFI y decreme nto de EFM y CP E.Los fosfolípidos de la mem-

brana son sintetizados por la propia amiba a partir de ;cido o l~ico y 

/ . / 

linoleico, l os que fuer on e s enciales para su supervivencia .La compos icion 

de f osfo l {pidos de la membrana ref l ejó la composicio~ de á'cido s grasos 

del medio( Van Vlieth y col,1975).Las membranas de E. invadens no presen-

taron un marcador en zim;tico que copurificara durante el aislamien t o . Pero 

una Na , K,Mg ATPasa (6 . 2x) y una fosfatasa ;cida (8x) se enriquec ieron leve-

me nte. (McLaughlin y Meerov itch,19 75 ,Van Vl ieth y col , 19 76) . De la membrana 

plas~t ica se ha aislado una ATPasa Ca-de pendien te (Zaraí"n y Arr oyo ,1 98 5) 

Las memb ranas internas copurificaron con una fosfa t asa glicerol- fo sfato 

de pend ien te (Van Vlieth y col,19 76) . Las proteínas de l as membranas de E. 

invadens se han analizado mediante PAGE,s e encon tró que variaron en peso 

mole cula r entre 10 y 70 KD¡comparativamente menor en peso mo le cula r v 

numero a las halladas en .!_. hist o l ytica. (McLaughlin y i-Ieerovitc h , 1975 , 

Al e y y col , 1980) . Las membranas internas y externas de E. invadens difi -

I / 
riere~ en el numero de prote1nas ob se r vadas.Las memb ranas internas pre -

senta ro n ma yo r nÚmer o(l6 ) que la ~emb rana plasm;t ica ( l O) . (McLaughlin y 

,, 
Meerov itch,1975 ) . Las pr ote{nas de la membrana plasmatica prese n t a r on al -

t o grado de movilidad superficia_,se red is tr ibuyeron a un polo del tr o-
,, ,, 1) 

fozo{ro al l igar an ti cue rpos ant isuper ficie,analogo al proc es o de capp i ng 



observado en linfocitos(Calderon y Muñoz,1980).Algunas hormonas lipÍdicas 

.. 
como por c j~mplo los 3-ceto~esteroides y el dietilestilbestrol inhibie-

ron marcadamente el crecimiento de ~· invadens in vitro (T,esser,1953). No 

s·e conoce· sí el sitio de acción de estos lípidos esta asociado a la 

membrana 

3)Genoma de E. i nvadens. 

Hay pocos datos en relaci~n a la composició'n del genoma de E. invadens. 

/ / 

El DKA esta contenido unicamente en el nucleo pero el RNA esta presente 

tanto en el n~cleo como en el citoplasma.El contenido de DNA nuclear fue 

de 3.2xl0-13g para las cepa s 1P-l y 165 y de 3 . 7xl0-13g po r n~cle o par a 

la cepa PZ de E. invadens,el contenido de DNA nuclear siendo estimado 

mediante la reacción con difenilamina.( Gelderman y col,19 71).La tempera-

/ 
tura illedia de desnaturalizacion del DNA f ue de 80°C para la cepa IP-1 y 

83ºC para l a ce pa PZ y 165 . El %G- C del DNA fue 26 .1% para IP- 1 y 33 . 4% 

para PZ señalando di f erenc ias intraespe cÍf icas. El DNA 
/ 

fue caracteris -

ticamente di f erente y menor en %G- C,Tm, y sec uen cias repetidas medidas me-

/ 
<liante reas ociaci on ,que el DNA de E.hist oly tica. (Gelderman y col,197lb ) . 

Estudios de fragmen ta c ión de l genoma de E. invadens y E.hist oly tica con 

la enz í ma de r est ric ció'n Ec o- Rl y la separacio~ de los fragmentos digeri -

/ ,, 
dos po r electrofo resis en geles de agar osa reve l aron diferencias es pec i -

ficas significativas ent re s í y con r especto a otras especies de En tamoe]a . 

El a~;li s is de las secuencias re petidas del genoma revelo,, que al menos 

en par te este D~A amplif i cado fue ribos ornal. ( ~hual tacha r ya y co l,1 988 ~ 

Los si t io s de s{ntesis y d~st r ibuciÓn del DNA se han revisado esc asamen-

/ / / 

t e ; Go sh (1969 ) demos tro . usa ndo la tecnica de tinc i on de Feulgen, qu e la 

/ / / 

s{n t esis y distribucion de acidos nucleicos en ~ .i nva dens fue similar a 

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

tivo en interfase y Feulgen positivo en la zona del endosoma en p r• · e 

y anafa se indicando que la di stribuc ión del DNA dependio' de la fase del 

/ / 

ciclo celular.La region del endosoma se considero como un sÍtio de con-

/ / 

de nsac ion del DNA nuclear previo a la division celular. (Pan y Geiman, 

/ / / 

1955).El RNA en contra ste adquirio posicion periferica en la cromatina 

/ / 
en comparacion con la que se presenta en l as celulas animales y una dis-

/ ,,. 
tribucion citoplasmica asociada probablement e a los RNA mensajeros y ri-

bosomales.(Gosh,1969,Pan y Geiman,19 55 ). 

/ 

4)Respiracion de E.invadens. 

E.invadens es un organ ismo anaer~bio estricto y el oxÍgeno lo destruye 

en pocos minutos por efectos oxidantes so bre su metabol ismo (Cheng,1973 , 

/ 
Gillin y Diamond,1980) . Su sensibilidad al oxígeno dependio de la tempera-

tura ,fue mayor para los trofozoÍtos a 24°C que a OºC(Gillin y Diamond, 

1980) .Es posib l e que E. invadens pueda oxidar pe queñas cantidades de oxí-

geno como ~.histoly t ica ( Montalvo y col,19 71 , Weinbach y col,1 974) . Los tr o-

( / / 

fozo1 tos de gradan glucosa y almidon el cual e~ cul tivo s polixeni co s pro-

mue \·e su crecimient o(McConnachie, 1955 ) . El mecanismo de degradac ió'n de la 

gl uc os a en E.invadens no se conoce pero se s ug iere qu e de be s er similar 

al ¿e E.histolytica don de se ha es tudiado con ma yo r de t alle (McLau ghlin y 

Aley, 1985,Reeves , 1974 ) .E. invade ns pr e sen t a una e nzíma s ensibl e al ox {ge no, 

la ~: ruvato sinte tas a (Lindrna r k , 197 6), qu e e s una e~zima qu e descar box i la 

?ir~~a to a Acetil CoA en pr esencia de acept ores de bajo potencial re dox , 

/ 
que re ci ben los electrones del p iruvato . ~et i lviologeno , FAD ,D-1N ,ferre do-

xina fueron bue nos ac epto re s . La enzima r edujo e l metron i dazol lo cual 

es i~ teresante ?Orque podr{a ref l ejar ?arte del mecanismo amebicida de 



este compuesto.Otras enzimas del metabolismo respiratorio que se encon-

traron presentes fueron la malato deshidrogena : ~scarboxilante,oxalo-

acetato reductasa.alcohol deshidrogenasa y adenilato kinasa (Lindmark, 

1976).Todas las enzimas se ubicaron en la fracci~ soluble del citoplas-

/ 
ma.Los venenos de la respiracion aerobia no tienen efecto sobre l os tro-

fozo{tos ya que carecen de citocrornos y mitocondrias.Sin emb a rgo , el 2-4 

DNP 1 un desacoplante de la oxidacio~ y la fosforilacio~ inhibe el trans-

porte de metronidaz ol radioactivo al interior del trofozoÍto impidiendo 

/ 

la reduccion del metronidazol y aceptando electrones de un compue s to de 

bajo potencial redo x(MÜller,19 79) .Se sugiere la existencia de un s istema 

de transporte de electron es o cadena respiratoria comp ue sta de proteínas 

de Fe-S simila r a .l a p re s~n te e n E . hist~ly t i ca ( McLaugh lin &Al e y ,19 85) . 

/ 

5) Temperat u ra opt ima de 

cre cimiento de E.invadens. 

/ 
En contra s te con E. his t o l ytica que cr ec e op t i mament e a 3l°C ( Dobe ll,1927 , 

19 26 ,Diamond,1 968) e l r ango de te mp e ratura de crecimi ent o de E. i nvade ns 

/ / 

fue de 20- 27 º C con un op t imo de 24º C. I anto en medio polixenico como mo -

/ / 

no xe nico (McConnach i e,1955 ) . Estudi os con t rolado s e11 cond ic ione s axenicas 

de la ce pa 165C2 de f . i nva dens prec: sa r on· los r an gos de tew?e r a t u r a , cre -

/ / 

c io en un r an go entre 20- 30º C con un O? timo de 24 - 27ºC us an do como cri-

terio de su pe rv i vencia el c re cimie n t o en aga r (Gil lin y Diamond,19 80) . 

~ 

La tempe r atura :etal ~ ínimá fue de 35 . 5ºC y mur ió ra pidarnente a ~2ºC per o 

l e n t amente a OºC . Se ha repo r t ado una :epa adap t ada a crece r a ~7ºC duran -

te 190 subcu l t ivos per o estos resulta dos no se han podido reJetir po r 

otros inve s t igadores (Goo rde va ,196 6) .~ .invaden s comparte r e qu eri~ient os 

simila re s de temp eratura con las ce?as Laredo y Huff de E. histolytica . 

9 



6)Caracterf1ncss del 

crec~w~ento de E.invadens. 

F..invadPns crece linealmente en cultivos monoxe~icos y axe;icos (Myer y 

Morgan,1971,McConnachie ,1968).En contraste con E.histolytica que en las 

mísmas condiciones crece de forma exponencial(Diamond y col ,19 78) .Las 

/ 
causas de esta diferencia no se conocen pero se ha sugerido que despues 

de un ciclo de replicacicí'n en E. invaden s s olo un t~~ fo z oÍto se divide 

,,. 
subsecuentemente (Myer y Morgan,1971).E.invadens incrementa su poblacion 

/ 
a un límite maximo de ?endiente de la cantidad de nutrientes disponibles 

y permanece con una densidad estable hasta que el cultivo declina por 

lísis de los trofozoÍtos y escasez de nutrientes . E.invadens es muy resis-

tente a la escasez de nutrientes en contraste con E.his toly tica. 

7) Hiperparasitismo en 

E.invade ns . 

Se ha reportad o la existencia de hiper para'"sitos en E. i nvadens y E. 

histolytica.Bird y Mc Caul(l97 6) proporcionaron evidencia con el micro s -

/ / 

cop io electronico de l a pre s enc i a de r habdov irus citoplasmicos en E. 

invadens y E. histol~ t i ca. Lo s vi r us tuv ie r on medidas de 210x9 0 nm e n 

promedio.Su númer o pcr cé lu la fu e de 5 0- 10 0.~o se conoce si e s t os vi rus 

dañan al trof oz oít o e mo di fican s u viru_enc ia . 

8 )Hu{spedes de E . invad e ~s 

y pa t ogenicidad . 

E.invadens in f ec ta gran cantida d de re ptiles ta~ t o en la nat ural e za como 

en condiciones de ca~ t iv erio . Se ha re po rt ado a~i b ia s is en Va r anus salva t c r 

V. varius, I_~~_ig~ __ s ~nc~i_d es, Ps1:_:J_do_boa ele lía , La ::?~~~ 1 t :i,__§ getulus, Agkí _~_g o -

dom moc asím, Natr í x r o~b ifer, N .si pedon,~ . s í pedon s ., N. cyclopion, . Experí-

10 



mentalmente se ha infectado a lagartijas como Anguis fragilis,Lacerta 

mira '.J i ].{ s , L .agilis ,Agama ci tricolis ,a vÍboras como Natrix natrix hel ve-

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

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

Dia dophis punctatus,a tortugas como Chrysemis elegans, C.picta, Chelidra 

serpentina,Testudo tabulata,(Geiman y Rat cli ffe,1936, Neal ,1 96 6) .Es pro-

bab le que la lista pueda ser agrandada confo rme se rea lic en experimentos 
, 

de i nfeccion con otras especies.SÍn embar go otros reptiles son resisten-
, 

tes a su infeccion.Anol is carolinensis ,Al liga t or missisipiensis,y Emys 

orbiculatus son e j emplos . 

I· invadens no inf ect ó" ranas como Rana pipien s,Rana tempora ria o pe ce s 

como Carassius auratus,(McConnachie,1955 ) . MÍs recientemen te s e reportó 

/ 

que E.invadens causo amibiasis fulminante en el lagarto pr imitivo Spheno don 

punctatus (La tuat a ra ) y en la s to rtugas marinas bebes Chelon ya midas y 

Care tt a caretta (Werner y col .,1976a, 1976b )Las serpientes vene no sas 

Trimeresurus flavoviridis y del ge-;;e ro Botrop s y C_r ota l us t amb i(n f ueron 

suscep tibles( Ishii y co l,1 981) . 

9) Ci t o t oxicidad y fa c t ores 

de vi rulencia de E.invade~s , 

E.invadens causa amibiasis en va ri os repti l es pero es especialmente pa -

to'ge::o para las vÍboras (Cheng ,19 73 , Geirnan :: Ra t cliffe,1936 , i-lill :; ~eal, 
/ / 

195L .El pa ras ito invade y des tru ye la par ed intes tinal de su huesped 

?O r ::ecanismos poco entendidos v se disemi na a divers os organos princi -

pa lmente el hígado dond e fo rma absc es os , caus ando má's t arde la muerte de 

su :-.-..:é'sped (Geirr.an y :K.a tcliffe,19 36 , Barrow y St ock t on ,1960) .A diferencia 

de E. i ist oly t ica ,se conocen muc ho menos l os facto res de viculencia de 

t:.in·.-ad ens ( Ravdin,1 982 , Ravdin , 1985) . Se sugie re po r analogia que la adhe -

11 
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/ 
sion puede ser un factor de virulencia pero las lectinas que median esta 

adhesio'n y reconocen los residuos de carbohidratos sobre las c~l .; :· ·: 

/ 

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

/ 

inhibible se iden tifico como principal mediadora de citotoxicidad y viru-

lencia en el t ro fozo{to (Ravdin y col,19 85) .E.invaden s se adhiere a 

/ 

varios tipos de celulas .Enlaza eritroc itos humanos y de rept{l a 24ºC 

/ 

pero se adhiere con mayo r afinidad por estos ultimos( Keller y col,1988). 

/ 

La adhesion posiblemente sea influida por la temperatura y requiera de 

un citoesqueleto intacto como en E.histolyti ca. (Ravdin,1982 ) .La fagocito-

sis puede ser otro factor de virulencia de E.invadens puesto que es capaz 

/ 
de f agoc itar v2rio s tipos de celulas(Mc Connachie,1955, Geirnan y Ra tclif f e 

1936) .Pero en con traste con E.histolytica la capacidad fag oc{ti ca es me -

nor.Los trofozo{to s de E.invadens presentan actividad citotÓxica depen-

diente de cont 2c to.Trofo zo{tos intactos induj eron la liberac ió"n de Cr51 

,. / 

de la s celulas hepaticas de la linea Chang in vitro (McCaul y col,197 8) . 

En las condic iones de ensa yo los sobrenadan tes y homogenizado s no fuer on 
,. 

citot 6xicos su~iriendo que se re quir io l a i n t egridad estructura l de las 

/ 

amiba s para la expre sion de la act ivida d. La ci t o toxic idad s e inhibi3 

cuando los tro:ozo{tos s e incubaron en condicione s hipo t o; icas prev i o al 

ens a ... .-o o por 12 adicio~ de inhib i do re s espe c Úicos de fosfolipasa s sugi -

rie ndo que una : os f olipasa pa rt icipó en el mecan ismo de cito t oxicidad . 

Los :10mogeniza:os de E. invad ens no t uvieron ac t iv i dad lÚica sobre lo s 

eritroc itos de re pt Íl en con traste con los de E.hi s t oly ti ca (Kelle r y ccl . 

1988 ) . Lo s resu:ra dos comparativos sugie ren la existencia de ac tiv idade s 

,. 
ci t o: oxicas presen tes en mayo r cantidad o dife rentes en E. his t oly t ica. 

Los da t os s eña:=n sin embargo que los mec anismos ci t o t ;xicos de ambas 

amibas deben ser esencialmente similares. E. invadens al igual que E. 



histolytica produce una proteína que fonna poros en las membranas de las 

~ 

celulas animales pero su actividad fue menor ·~, .:g y col,1982, Keller y 

col,1988).El papel de esta proteína en la virule~cia de E.invadens y E. 

histolytica no es evidente ya que cepas de diferente virulencia tuvieron 

la misma actividad de ame baporo . Un factor adicio~al de virulencia de E. 
, 

invadens pudiera ser la produccion de enz imas proteolÍticas.Los homoge-

nizados de E.invadens y E.histolytica pre sen tara= actividad proteolÍti~a 

/ 

intensa en la fraccion soluble activable por SDS y 2-mercaptoetanol.Las 

proteinasas fueron inhibidas por reactivos que a:acaron grupos SH(Avila 

y col,1985).Las enzimas prot eol{ticas pudieran o~asionar daño directo a 

las c~lulas o indirecto por la degradación de su entorno inmediato.La 

capacidad invasiva de E.invadens fue dependiente de la te mperat ura en 

condiciones de inf ecciÓn in vivo . La inoculacio-; experimental de se
1
pien tes 

con trofozoÍtos a 34- 37ºC solo produjo in f e ccio~ transi t oria mientras ~ue 

las s erpientes infectadas y manteni das a 21 - 23°C desarrollaron amibíasi s 

ínvasiva. (Barrow y Stockton,1960 ,Meerovítch,196 =,1 961) . Los dat os sugíe ~e~ 

que la invasividad dependía" de l a temperatura ¿e: hu:sped . Lo s h;b itos 2 li -

mentaríos puede n influir en la pato genícidad de ~.ínvadens . En la t ort c sa 

, 
C.picta

1
su hue sped natural

1
que consume vege tale~ y po r t an to gr an ca~ = ~¿ad 

de carbohidrato s E.invadens es comens a l (Yieerovi ::h , 1958 ) ,en t anto que en 

las ví boras que habitualmente son ca r n í voras us::..=.lmente desarrolla u~¿ 

amibiasis fa t al . Las ~acterias mod i fica n la vírL: 2ncia de E.invad ens y 

E. histo l ytica.En general las ce pas con la f lora : nd{gena aso c iada s o ~ 

ma~ virulentas que las man tenidas en condicione s monoxe~icas o ;~:r:iíc-=-s 
/ 

El papel de las bact e rias no se ha di lucidado a-..:::: , 
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lO)Estructura antigenica de los 

fozoítos y respuesta inmune 

en la amibiasis producida por 

E.invadens. 

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

cone jo s (McLaughlin y Meerovitch,1975,Krupp,1966)10 que ha permitido 

analizar las fracciones celulares donde los antígenos se ubican.Usando 

/ 

la tecnica de inmunoelectroforesis se compararon la antigenícidad de la 

membrana plasma"tica,vesÍculas intracelulares y fracción soluble del tro-

fozo{to.Se encontró que todas las fracciones presentaron ant{genos pero 

diferentes grados de anti genicidad.Los antígenos de E.invadens se l oca-

lizaron predominantemente en una fracció'n vesiculada citopl;smica mi e n tras 

la membrana plasma'tica present~ menos antfgenos(McLaughlin y Me erovitch, 

1975c ) .Los antíge nos de E. invade ns son predominantemente pro teína s . 

Durante la infección producida por el tro fo zo{t o en sus hu;spedes repti-

les probablemente induce una respuest a inmune humo ral y celu lar cuando 

invade la mucosa intestinal y se disemina.Sin ernbargo ,no hay datos del 

tipo de anticuerpos o estudios de la res pue s ta celular e ~ sus hué'spedes 

,, 
na t ural es . E.invad ens y E. hist olytica pres entan antigenos ~ ornunes pero 

tarnbiE;n gran cantidad de antígenos diferentes . l' sando co~c antigenos li -

/ 

sados de cultivo de E.invadens en asociacion con Clos tr iciurn welchii se 

/ 

obs ervó utilizando la tec~ica de inmunoelec troforesis qu e el an tis uero 

an ti- E. invadens reacci onó con dos anc{geno s de E. his t oly :ica (Krupp,1 965 ) , 

La ce pa de E. histolyt ica Suff que crece a tempe ratura am~iente in t ere-

. ; 

san ternen te compartio géan 
/ 

simi _it ud antigenica con E. in~adens . presenta~-

do 5 ant{genos comunes i_K rupp,1965 ) .La membrana de E.invacens y E.histo-

l yt ica es pr oba blemente el primer blanco de l os an ti cuer~ c s circulantes 
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por lo que su antigenicidad se ha estudiado en detalle.E.invadens 

pre !·e,. l .. -i antígenos superficiales como lo demuestra la reacción de redis-

tribucio'n de a~ t{genos de su membrana cuando anticuerpos anti-E.invadens 

/ 

se un en a su superficie(Calderon y Muñoz,198 0).Mediante tecnicas de ra-
, 

dioyodacion s u?erficia l y enlace con Concanavalina A se aislaron antí-

gene s de super:icie de E.invadens 1 .L<i ma yoría fueron glucoprot e Í nas de 14 , 

1 8 , 44 ,43, 60y6 7~d de pe s o molecular siendo predominant e el de 67KD . (Muño z 

y col,19 79 ,Ac osta-Val l e y col,1978).El enlace de antígenos de s uper fi c i e 

por anticuerpos induce su modulaci;n (Calderon y Muñoz ,1980).Est e fenbme no 

poco estudiado pudiera s er en pa r te re sponsabl e de lo s mec anismos de eva -

sio~ de la re s?ue sta i nmune del hu~s p e d . 

ll ) Isoenz i mas de E. i nvadens . 

Con objeto de :valuar la var iabilidad genét ica de di f erent es cepas den-

tro del gé'nero En tamoe ba , as í como para hacer e s tudios compara t ivos de l 

/ 

pat ron de isoe=z imas de dif erentes e specie s y pa ra asoc i a r pa trone s es -

pe c{f icos con : a v iru lencia parti cul ar de cada ce pa , s e han es t udiado las 

i s oenzimas de ~n t amo e b a . Me dian te e l ectroforesis en ace t ato de celulosa 

se enc:m t rÓ qu¿ E. invadens presentó una banda de ac ti vidad de gluco kinasa 

qu e migró m~s : entamente que las 2 i soenzimas correspondientes de i · 

hist o ly t ica 1 s~ ~v iendo ~s t o para dif e re nc iar ambos or ganis rnos (Reeves y 

col,1967 ) .Las : so enzimas de glucokinasa ~C2 7ll , glucosa fos fa t o i some ra sa , 

EC5 3 19 , f o sfog:~cornutasa,EC2751, mala t o deshid ro genasa d e scarbo~ i lante EC 

11 1 ~ 0 y ~ADP : : afo r asa 1fu eron ana lizadas con obj eto de hacer un est ud i o 

comparat i vo de Entamoe ba (Reeves y Bishop ,1 968) . Los resultados mos t raron 

gr an sirnilitu¿ en tre E.invadens y E.te rrapina e . Sar geaun t y Wi lliams 

(1980) ,usando ~ l ec t r o f o r~sis en ge l e s de almid~n pa r a s e pa rar la s iso -



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

mas glucosafosfato ib _casa,fosfoglucomutasa y malato deshidrogenasa.Sin 

embargo,encontraron dife r ~ncias intraespecÍficas entre cepas diferentes 

de l.invadens.Las cepas BAH y PZ presentaron difere~cias en la migración 

al ánodo de la fosfogluc omutasa.En sus ensa yos la malato desh ídrogenasa 

de ambas cepas tuvo dos ísoenzimas
1
mientras que la gluco sa fosfato iso-

merasa y fosfoglucomuta sa solo una ( Sargeaunt y Wil liarns,1980) .En ninguno 

/ ,, ,, 
de los estudios se intento asociar el patron isoenz i:na tico con la viru-

lencia como se ha hecho para E.histolyt ica ( Sargeaunt y col,19 78) .Medían-

te filtracitn en gel en lo s extrac t os de trofozo Ít os de E. hist oly tica se 

han detectado dos isoen zímas de la alco ho l desh ídrogena sa,cuatro de la 

/ 

fosfatasa acida,seis de la esterasa,seis de la amilasa y dos de la glu-

cosidasa (MÜller y col,1 98 8 ) sí hay isoenzimas de estas enzimas en E. 

invadens queda por ser i~vestigado. 

C. Biolog{a de l os quis te s 

de Entamoeba . 

l) Gene r alidades . 

Los quistes de En tarno e ba son de ex traordi na r i a irnp c ~ tancia pa ra el pá -

/ 
rasito ya 

/ 

que permi te n su dise=inaci on hacia otro ~ ~e sped por ser e s -

/ 

truc turas de gran resi s : encia que mant ienen la v i a~~ ~idad del ?a rasito 

en un medio adv e r s o ( Ku¿ c , 1 960 , Chen g , 197 3 , ~c Co nnact i¿, l9 6 9 ) . C o = p a rativame ~ -

te con los est ud i os ac e ~ c a de ! os tro f ozo{tos los =~ist e s s on ~u cho me nos 

co nocidos en vis t a de l a dific ultad expe r i men tal de Jb te ner ca~ ti dad es 

adecuadas para re alizar estudios en e llos . El ob j et:. ·;o de los ?á'rr afo s 

sigui entes ser; ana liz a ~ los cat os que se conocen : e !a ~i o l c g{a de lo s 

/ 

qui s tes.En vi s ta de la e s ca s ez :e dat os s e ~ a ra re:e~ e~cia a i os trab a jos 
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/ 
efectuados en diferentes especies de Entamoeba pero haciendo enfasis en 

E. invadens. 

2)Morf olog{a y ultraestructura 

,, 
Los quistes de E.invadens tienen un diametro de ll-20µm con un promedio 

de 13.8pm.Son ma yores que los quistes de E.histol yt ic a que tienen un 

diámetro de 12 J-lm (McConnachie,196 9) .Tienen una f or ma es f e'r ica y estan 

/ / 

rodeados de una pared celula r. Lo s nuc le os s on iden t icos a los del tro-

fozo{to.Presentan una vacuo l a de gluc;geno que ocupa gra n parte del 

I / 
citoplasma a menudo empu j ando a los nucle os del quis te hacia la pe rife-

ria (Mc Connachie,1 96 9, Kudo ,19 60,Che ng ,19 73) . Pre s e n t ar. en el citop l asma 

estructuras caracter{s ticas llama das cuerpo s cromatoid e s que s on barras 

de rib onucleo pr oteÍnas con a f inidad por l os colorantes b:sicos. En E. 

invadens los croma toide s var{an de fo r ma de pa l il l o a masas irre gulare s 

,, 
o de f or ma aci culada( Geiman&Ra t cliffe , 1936 ) . l sando e_ mic r os cop i o e lectro-

nico se ha estudi ado la ul tra es truc t ur a de los quistes de E. invade ns y E. 

h i s t o l ytica (Chavez y c o l, 1978,Pro ct or&G re go r y , 1 973) . ~os cuis te s de~ 

i nvadens pre sen t aron las mismas e s t ruc t uras vi stas a~ microscopio elec t r ~-

n i co que los trofo zo{tos por lo que no s e di s cuti r ;'- en de t alle , Distinti -

vamente en los quis tes se observél1 en el citop la soa agre~ados cristalinos 

de miles de ri boso~a s di spuest os e~ forma hel i coida~ sobre haces de fila -

rnen tos pa r alelos que son los cue r pos ribonucleoprota: cos con d i mensione s 

de 8x3x3µm . Otr a característica distintiva fu e la prese~c:a de vacuolas 

citopl;smicas con grá'nulos electrodensos en el cit:~~asca.Los quis te s 

acumularon masas granulares de gluc~geno . D e pendienc: del grado de madu r a -

c ió'n se obsen•aron 1- .'.. n tÍcle os de =e no r t amai1o ~ue e~ e_ ~ r ofozoÍto 

(Chavez y col,~ 978 ; ._.\l microscopio electr6nico la. ;:::.:-ec .:elula r se 
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observa como una malla fibrilar de 100-400nm situada en estrecha uni~n 

,, 
con la membrana plasmatica,con 2 o 3 capas distinguibles.En el quiste lE 

/ / 

membrana plasmatica presento invaginaciones profundas de la superficie al 

,, 
interior citoplasmico.(Chavez y col,1978).Los quistes de E.histolytica 

fueron similares pero las vacuolas con gránulos electrod~nsos fueron m;s 

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

/ 

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

y los trofozoÍtos fue que presentaron los primeros menor n~mero de vacuolas. 

,, 
(Chavez y col,1978).En un estudio de microscopia electronica mediante la 

té'cnica de criofractura aplicada a la membrana de trof ozoÍtos y quistes 

de E. histolytica,Yoshikawa y col,(1988),se encontró que las partÍculas 

" intramembranales fueron mas __ ~scasas ef! J os quiste~ q~~ en los trofozoÍtos. 

En los trofozoítos las partículas intramembranales tuvieron una densidad 

de 1139•105/µrn 2 en la cara citoplá'smica y una densidad de 9/µm2 en la cara 

t' externa.En contraste en el quist e la densidad de particulas intramembrana-

les fue de 6±2/µm2 en la cara citopla'smica y menos de l/µm2 en la ca r a 

externa.Las partículas intramemb ranales probab lemente fueron pro teína s 

integrales cuya síntesis se repr imió en el quis te. La ul tr ae s tructura de 

l os quist es se ha observad o en condiciones en las que s e han adminis trado 

metronidazol y los i nhib idores de la s{ntesis de pr oteínas rifampic ina 

y emetina en d~sis sublet a l es . El t inidazol y la rifampicina induj eron 

/ 

la aparicion de vacuolas c o ~ elemen t os membranos os en s u i nteri or y ve -

s{culas llenas de material amorfo electrodenso , al gunas de ellas ubicadas 

/ / / 

proximas a la membrana plasma tica.La eme t ina indu j o la aparicion de ve -

/ 

sículas y cisterna s aplana das en 22 h de i ncu oacion (Mo ra Galindo y co l, 
, 

1986 ) . Corno en el caso de otros inhibidores la ernetina tambien i nd ujo la 
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,, , ,, 
aparicion de vacuolas electrodensas proximas a la membrana plasmatica. 

La emetina y ti~idazol provocaron el desarreglo dt ia estructura fibri-

lar de la pared,pérdida de su grosor y desprendimiento de la membrana 

del quiste.(Mora Galindo y col,1986).Estos datos sugieren que los fá'rma-

/ 
cos interfirieron el proceso de biosÍntesis y exportacion de la pared de 

los quistes. 

3)Los cuerpos cromatoides 

de E.invadens. 

/ 

Debido a la complejidad estructural e importancia fisiologica de los 

/ 

quistes muchos investigadores del genero Entamo eb~ se han interesado en 

el estudio de los cuerpos cromatoides.Ens eguida precisaremos datos sobre 
- - -- - ----- - - - - ,, / 

la ultraestructura y composicion de ~stos .Inicia lment~los cuerpos ero-

,, 
matoides se designaron como elementos para servir al qu i ste como de posito 

y almacenamiento de proteÍnas (McConnachie,1969, Ba rker y Deutch,1958). 

La demostració'n citoqu{mica de la presencia de RNA y prote{nas en los 

,, / / 

cuerpos cromat o ides sugirio un papel mas i mportante. Hasta l a utilizacion 

del microscop io e l ectró'n i co no se logro"precisar la estructura de los 

cuerpos cromatoides .Las micrografías sugir i eron una es truc tu ra cristali-

na con masas de partículas pe que ñas,las cua les se pensaron eran virus 

cristalinos . Barker&Deut ch en 1958 describ ie r on median te es tudios de 

microscop ia electr6nica que los cuerpos cromatoides estuvieron constitui-

dos por ribosomas ordenados en forma cristalina (Barker &D eutc h , 1958 ,Sidi -

qui&Rudzinska,1965 ) . Encontraron, po r medio de microg r afías, que tuv ieron 

/ 

una dimension de lx0 . 5x2 . 9x 7pm . Los cuerpos crornatoides estaban compuesto s 

por arreglos paralelos de 9- 34 l~mina s con ancho individual de l~mina de 

250-350 K y una distancia int r alaminar de 100- 150 ~. Describi eron una 



, 
disposicion helicoidal de los ribosomas en cada laminilla.Morgan y col 

(1965,1967,1968)mostraron qut J cuerpos cromatoides tuvieron dimensiones 

de 3x3x8pm.Observaron un arreglo hexagonal de las h~lices de ribonucleo­

proteÍna .Mediante la tlcnica de difracción ~ptica determinaron los pará'-

metros de la h~lice y pudieron dilucidar la disposición de los ri bosomas 

{ / , 
en la helice.La helice esta constituida por dos cadenas opuestas cada 

una consistente de 6 ribosomas por vuelta.Una cadena se superpone a la 

otra mediante rotacitn de 150° y translocació'n de 75~ sobre y a lo largo 

, o ~ 

del eje de la helice.Los r i bosoma s de 180A de diametro entran en contacto 

unos con otros (Morgan y Uzman, 196 7). Un a descripción detallada de la dis , ... 

/ / / 

posicion de los ribosomas en la helice y los angulos y distancias entre 

ribosomas contiguos es dado por Morgan ( 1965, 19~~7 , 1968) . Lake y Sl ater 

/ / 

(1972),hicieron una reconstruccion tridimensional de la helice del cuerpo 

cromatoide de E.invadens a partir de mi c r og r af ías ele c tr~ni c as de s eccio-

/ 

nes .Encontraron que la unidad de la he lice,e l ribosoma o un pre cur so r 

de éste,contuvo 3 re giones de densidad definida .La región m;s gr ande de 

densidad llamada L se localizó ce rca de la pe r ifer i a de la h~li c e de f or-

ma circular .Midió 22 0X a xia lmence . 150~ r ad ialmenr:e y 250A t angencialmente 

c on un vo l~men de 4 . 9xl ü6Á3 . La re gi o/n ma yor adyac ente denominada subun i dad 

/ 

S se enlazo con l a s ubunid ad L axialmente v tuvo una anc hura maxima 

pe r pendicular al ej e mayo r de 1 60~ y una mÍnimá de 80~. E l volumen de la 

subun i dad S fue de 2 . 9xlü6R3.finalment e y para su sorpresa demost rar on 

/ 

l a pr ese ncia de una pa r tícula ad i ciona l que denominaron partícula X.La 

pa rtícula t uvo un vo lumen de 0.9xlü6R3 . Las pa rt{culas L y S pueden equ i-

pa r a rse a l as subuni dades ~ayo r y me no r de l os r: bosomas mientras la 

I / ,,. 
particula X tiene una funcion no des c rit a aun (Lake y Slat er ,1972) . 

Los cuerpos cromatoide s de E. inva dens presen t ar on un alto cont enido de 

iO 
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triptofano.Cada quiste presentcf un contenido de 4xl0-5g de este amino-

;cido.Probaolemente el triptofano estuvo asociado a los cromatoides y 

ribosomas formando cristales(Morgan y col,1974).Las proteínas ribosoma-

les de animales tuvieron 1% de triptof ano mientras que los cuerpos ero-

matoides tuvieron 33%.Czeto y col(l973),mediante el uso de microespectro-

fotometría aplicada a soluciones de quistes en el rango de 240-360nm 

encontraron que los cuerpos cromatoides de los quistes de E.invadens pre~ 

, I / 
sentaron un espectro de absorcion a 275nm analogo a la curva de absorcion 

,, 
obtenida por soluciones de triptof ano adicionados de ribosomas de embrion 

de trigo.Quistes expu estos al aire y analizados 24h des pués presentaron 

• I espectros de absorc1on a 260 y 310 nm similares a los obtenidos por so-

luciones de formilkinureina y riboso~as.A los 3 -dfas de exposición al 

/ 

aire los quistes mostraron e spectros de abso rcion compa r ables a los obte-

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

/ 

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

taron triptofano asociado a los cuerpos cromatoides .E l triptofano se de-

,, / ,, 
grado por su exposicion al aire formand o compues tos de oxidac ion kinureina 

/ , 
y formilkinureina.Los datos de titulacion op tica sugirieron que los ero-

ma toides prese jtaron 30% de triptofano y 60% de ri bo s ornas . Estudios del 

/ 

ana lisis del contenido de Zn de lo s quistes de E.invadens mediante es -

pectrofo t ometrÍa de abso rc io"n a t ~mica,an~lisis de la señal de Zn a los 

rayo s X :• tincio"n con di ti zona Jlostra r on que los quistes de E. inva dens 

presentaron dentro de los crornat oides lpg de Zn po r quiste,c oncentracion 

muy ele>ada para una estructura celular. (Morgan&Satillaro,1972).El Zn 

s e acumu~Ó de l medio de cultivo en los cromatoides 105 veces. Margan y 

Satillaro 
/ / / 

ca_cularon que el numero de a t amos de Zn fue i gual al numero 
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de ribonucleotidos del RNA ribosomal presente en los cuerpos cromatoides 

sugiriendo que su papel _!_n vivo fue neutralizar la carga de los riLr,¡ ..... -

cleotidos y contribuir a la estructura cristalina de los cuerpos croma-

toides e impedir la destrucción por ribonucleasas intracelulares. 

Los cuerpos ribonucleoproteicos estan presentes en los trofozo!tos tambie~ 

pero el grado de agregación y la cantidad de cuerpos ribonucleoproteicos 

" dependio del estadio de crecimiento de la amiba y el tipo de medio en 

que se encontraba.Los cuerpos cromatoides parecen tener un ensamblaje ci-

; " ~ 
toplasmico.La observacion de helices de ribosomas libres sugirieron un 

" ensamblaje citoplasmico.Kress y col(l971) intentaron mediante microscopia 

electrÓnica y autorradiograf{a investigar los sitios citopl;smicos de 

ensamblado.Estos autores mostraron una relaci~n entre filame ntos ci toplas-

micos y ribonucleoproteÍnas y la existencia de sitios citopla~micos espe-

c{ficos de formaci~n de cuerpos ribonucleoproteicos.TrofozoÍt os tratados 

con vinblastina 5.4xl0- 4M presentaron masas de cuerpos ribonucle oprotei-

cos en 6 h.El estudio de la secuencia de e ventos ocurridos por el trata-

/ / 

miento anterior ayudo a dilucidar los evento s tempranos de formacion de 
,. 

cuerpos ribonucleoproteic os .En areas libres de gluc ogeno con ribosomas 

dispersos y material amorfo opaco a los e l ectrones se formar on polis orna s 

pero no cuerpos ribonuc le op r o teic os en un período comprendido entre 30 

min. y 3 ho ras. En 3- 6 ho ra s aparecieron ma's zonas libres de glucogeno 

con ribosomas libres y filamen t os.Algunas zonas presentaron f i lament os 

/ / 

citoplasmicos empacados densamente.Otras zonas se observa r on co n helices 

de ribonucleoproteÍnas apiladas y es parciadas ent re filament os,polisomas 

y ribosomas li~res ( Kress y col. (1971 ) . Estos datos sugiere n una se cuencia 

/ 

compleja de eventos que originan la forrnaci on de los cuerpos r ibonucle o-

/ 

proteicos.Debe haber una interaccion coordinada entre el cít oesquelet o y 



los ribosomas en el trofozo!to.Los cuerpos cromatoides son escasos en los 

trofozoÍtos en crecimiento activo en medio axe~ en contraste con su 

presencia en mayor número en los trofozoÍtos en fase estacionaria o ere-

/ / 

cidos en cultivo polixenico lo que señala una relacion entre el estado 

/ nutricional y su formacion(McConnachie,1969,Rossenbaum&Wittner,1970).Los 

cuerpos ribonucleoproteicos pueden inducirse tambi;n por medios distintos 

a los químicos como lo es el choque osm~tico.Se ha sugerido que el proce-

so de desensamblaje y disgregaciÓn de las hé'lices de ribonucleoproteÍna 

" debe ser el proceso inverso de su formacion,lo que ocurre sobre todo du-

/ ,, 
rante el desenquistamiento.Los dato s sugieren que la forma c ion de helices 

/ . , 
de ribonucleoproteinas dependen de fac tores no descrÍtos en detalle aun. 

-- ·-- Uno de los_ objetivos para los investigadores .que estudian la fisiolog{a 

/ " , de Entamoeba deber1a ser el conseguir la cristalizacion y formacion de 

cuerpos ribonucleoprote icos a partir de componentes aislados.La crista­

lización in vitr~ permitiría la realizaci o~ de an~lisis de difracci;n de 

rayos X lo cual haría posible hacer mapas precisos de las proteínas ri-

/ I 
bosomales en las subunidades,objetivo no logrado aun en ningun organís -

mo . 

4)Variaciones en el tamaño de 

l os quistes de Enta mo eba . 

En E.invadens los qu istes presentan variaci;n en su tamaño dependiendo 

de las condiciones del medio en el que se ob tie nen y la flo r a bacte riana 

asociada,pero caen en rango s suficientemente especÍfic os par a ca r ac teri-

zar una especie (Geiman& Rattcliffe,19 36 , ~c Connachie,19 5 5,1 969) . En E. 

histolytica sin embargo existen al menos do s ra zas que difieren estadÍs -

ricament e en el tamaño de sus quist es ( Sa?pero y col . 1942 ) . E. har t mann i y 

E.his tolyt ica se designaron como razas de una misma especie pr oduciendo 

23 
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quistes pequeños y grandes respectivamente.Sin embargo en la actualidad 
• 

se consideran dos especies di~_.cntes basados en criterios fisiol;gicos 

y diferencias morfol~gicas.La raza de quiste s pequeños es menos patógena 

que la de quistes grandes(McConnachie,1969). 

S)BiosÍntesis est r uc t ura 

/ 

y composicion de l a pared celular 

de l os quistes de E. i nvade ns . 

La pared celular de los quistes de Entamoeba e s una estructura que rodea 

a los quistes y esta estrechamente asociada con l a me mb rana celula r. Al 

microscopio tptico se obs e r va como una pe lícula de al t a re fri ngen c i a que 

rodea al quiste.Los quis tes son extremadamente a dhe sivos entre s{ y for-

- marr racimos cuando se obtienen de cult i vo . La pa r ed ce lula r de l os quis te s 

/ 

de E.invadens fue mas gruesa que la de los qu i s t es de E. his to l yt i ca y 

/ / 
pre sent o ma yor numero de capa s fibril a re s (McConnachie,1 96 9, Chavez y col. 

1978) . Median te microscopia electr~nica de barr ido se ha ob servado la pre -

s e nc i a de un poro en l a super f icie de l a pared celula r pr obablemente s i -

tío e special i zado por e l cual e l t r ofozoíto e s capa del quis te (Mo r al e s -

Valla r t a y col , 1989) . La pared ce lul ar de lo s qu i s t e s es rela tivamen te 

rígida y r e t i ene s u f orma d espu~s qu e la a~iba ha esc apado . La par ed ce -

lular de E.histol y tica y E.invadens es permeao le por l o que l os qui stes 

son s usc epti ble s a la d e s ec aci~n . Qui s t es s ecos y vue l t os a hi dr a t a r fuer o~ 

i nca pac e s de e clo siona ~ ( Re a rdon y col . 1952 ) . Prue ba s c itoquÍrni cas r eal i -

zada s en qui s t es de E. ~ist o l y t i ca demos tr a r on l a pr es enc ia de pr o te {nas 

en la pared celular , s i n emba r go , f ue resistent e a pancrea tina ,tri ps i na y 

pepsina . Es de inter~s ~o t a r que l a pe psina hiz o un hoyo en la pare d de : os 

qui s tes ind icando zonas de f ra gi l i dad asociad as con pro te Ínas (Kof oid,1 931 ) . 

La pared celular de los quis tes f ue i nsolubl e e n a gua pero soluble en la 



, 
presencia de acidos fuertes.Arroyo y col.(1980) demostraron que el compo-

nente µ1 i icipal de la pared de los quistes fue el polisacarido aminado 

qu{tina.Quistes tratados con HCl 6N durante varias horas liberaron 25% 

/ ,,. # " 
de aminoazucares,2% de azucares neutros y 0.08% de acidos uronicos.Evi-

dencia adicional se obtuvo al someter las paredes purificadas con HCl IN/ 

/ / / 

NaOH lN,al análisis de difraccion de rayos X.El patron de di fra ccion ob-

tenido fue' característico de quitina(Arroyo y col,1980).La pared celular 

aislada Y, en el quiste intacto enlazó Calcofluor M2r un colorante fluore­

scente específico para quitina y otros ,-polisac~ridos.El coloran te <lió' 

lugar a una fluorescencia azul de la pared del quiste en un fondo obscu-

ro visto al microscopio de fluorescencia(Ramirez Rojas y col.1 980 ,Arroyo 

/ 
y col, 1978) .Est1,1dios de mic ro scopia. electronica- d~ -la - pa red de l os quis-

tes tratados con ~lcali concentrado a 1 20 ºC durante 60 minutos revelaron 

/ / 

que la pared de los quistes pre s ento diferenciacion reg ional .El lado in-

terno de la pared fue irregular con algunas fibrillas mientras que el 

/ 

externo fue mas uniforme con una de nsa estructura microfibrilar con arre-

glo aleatorio interlazado(Arroyo y col,1 980) . Estos mismos autores en el 

/ 
198 2.demostraron los sitios de ubicacion de la quitina en la pare d celu -

lar de lo s quistes usando la aglu tinina de g;rmen de t rigo(A.GT ) unida a oro 

coloidal como rastreador de la qui t ina . Los quis tes se ti ñer on éojo vino 

mien tras que los trofozo{tos no . La ob servacio~ al micros copio elec tr ~nico 

/ / / 
de los sitios de deposicion de la AGT- oro coloidal rnostr o que las pa rt1-

culas se enlazaron directamen te sobre la superficie de la pared y en la 

matríz de la pared celular en secciones transversales de la pared indi -

cando una distribuci;n de las f ibras de quitina en t odo el es pesor de 

" I . esta . Los inhibidores de la s1n tes1s de quitina pol i oxina D y nikomicina 

50~g/ml inhibieron la síntesis de quitina y la formacio'n de la par ed ce -
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lular en quistes en proceso de enquistamiento asi como también se inhi-

biÓ la incorporació'n del precursor NacGlu radioactivo(Avron y co J. 1982) . 

De igual manera el Calcofluor M2r 0.05% inhibió l a síntesis de quitina 

y la formación de la pared celular en trofozoítos en proceso de enquis-

tamien to y la incorporación de NacGlu radioact iva(Arro yo y col,198 2) . 

, I 
Estos farmacos posiblemente interfirie r on con la formacion de quit ina 

reci:n sintetizada.Pocos datos se conocen acerca del mecanismo de biosÍn-

tesis de quitina en E.invadens . Ramirez Rojas y col(l982) mid i eron l a ac-

tividad de quitina sintetasa en los quistes de E.invadens en pr oce s o de 

enquistamiento.Sin embargo la pres encia de qui tina s a en los ext ra c t os 

impidió' una medicio~ eficiente de la incorporación de UDP- NacGlu radio -

activa a la quit ina. Usando- quitina _sintet izada po r_ N~urospor a c r assa 

marcada radioac t i vamente come s ubstra t o los extrac tos de E. invadens(lOOpl, 

0 . 8-lmg proteÍna ) degradaron 67% de la quitina en 12 h de incubació'n . 

Int ento s de me di r l a actividad de qu itina sintetasa por incorporació'n de 

Na cGl u rad i oactiva en oligos acar idos de quitina come qu i t ob i osa no dieron 

/ 

resu l tado ya que la t asa de incorpo r aci on de qui tina f ue baja y muy va ria-

ble indicando que la medició'n de la actividad de la enzima no f ue eficiente. 

No tablemen t e en este sis t ema de ensa yo los trof ozoÍtos no presen t aron 

. / 
actividad de qu itinasa siendo esta una activ ~dad exclusiva de los quis tes. 

Los resul t ados indican la comple j idad del pr ob lema de medir la sín tesis 

de quitina . La purificaciQ; y liber acio"'n de compuestos i nhibi t orios de la 

enzima o el desarrollo de sistemas de ensa yo diferentes se perfilan como 

estudios obvi os para resolver el problema , Los proce so s subsecuentes a la 

s{ntesis de quitina,la incor po ración de glucoprot eÍnas y otros compone n-

tes de la pa r ed y l os medios de su transporte externo son pr oc es os po co 

conoc idos . 
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Mediante tinciÓn con Calcofluor M2r de los cultivos enquistantes se ha 

observado la presencia de paredes celulares &11u.c:111ales en trofozoÍtos en 

proceso de enquistamiento las cuales ten{an forma de saco irregular, 

Calcofluor positivo. En opinión de ~am{rez y col(l9BO) la formación de estas 

paredes celulares anormales puede deberse a que en algunos trofozo{tos 

el estímulo de enquistamiento no coincide con una etapa apropiada del ci-

clo celular e inician la síntesis de la pared desordenadamente.Sintetizan 

pared celular au"n cuando el trofozoíto es m6vil pero debido a esta moti-

lidad la pared se distorsiona. 

6)Variaciones bioquímicas en el 

enquistamiento de Entamoeba. 

Durante la diferenciación de Entamoeba hay expresión de genes no activo s 

en el trofozoÍto.Solo recientemente se ha comenzado a explorar las varía-

cienes asociadas con la transformacídn de trofozoÍto a quiste,las cuales 

deben ser muy importantes ya que el paso de un trofoz o{t o que es muy ac -

/ / ; 
tívo metabolicamente a un quiste que metabol icament e esta en reposo de be 

; 

ac ompañar se de modificac iones metabolicas i mportantes. Avron y col(l986) , 

y Chayen y col ( l985 ) ,mos traron la presencia de glicopro te{n as espec{f ica s 

de los quistes l as cuales no estan presentes en los trofozo{tos .Las gli -

cop r o te Ínas estadio especÍf icas tuv ieron afinidad por la aglutinina de 

germen de tr igo y t uvieron pesos moleculares de 250,105,95Kd . Las gl i co -

pr o teÍnas de 205 y lOSKd t uvieron ~cido siálico en su estructu r a como s e 

demostró' mediante su aislamiento y car ac terizacio~ ( Avron y col ,1 986 ) .Ya 

que el ; cido si;lico esta ausente de los trofozoÍto s estas glicoproteÍnas 

son fuertes candidatos como marcado r es del enquistamiento . Chayen y col 

/ 

(198S) . Demostraron que E. histolytica c: ecida en medio monoxenico de Jon e s 
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!8 

sujeta a enquistamiento produjo quistes que enlazaron la lectina específica 

,, / 

para acido sialico de Lit J poliphemus. Las variaciones bioqu{micas a so-----
id , , { ,, 

e a as · incluyeron la aparicion tambien de dos glicoprote nas con acido 

" sialico de 100 y 150Kd ausentes en los trofozoÍtos indicando que las 

{ 
,. ,, 

glucoprote nas con acido sialico son importantes para el enquistamiento 

en Entamoeba.(Chayen y col,1988).Que estas glucoproteÍnas son espec{ficas 

de quistes es reforzado por el hecho de que anticue rpos monoclonales pro-

<lucidos contra las sialoglicoproteÍnas de E. invadens tiñeron exclusivamente 

,, / ,. 
a los quistes .~.invadens no sintetizó acido sial ico y lo incorporo de las 

/ I ; / 
prote1nas del suero indicando que las glicoprote1nas con acido sialico 

,, ,, 
del huesped pueden ser degradadas y reprocesadas por el parasito.No es 

{ / / " claro aún si las gli coprote nas acido sialico espec1f icas se localizan 

en la pared celular o en la membrana celular del quiste.Se ha sugerido 

/ 

que el papel biolog ico funciona l de estas pro teínas de los quistes ser{a 

/ / / 
el siguiente:La carga negativa de los acidos sialícos podr1a ayudar a lo s 

quistes formados a liberarse de la pared intestinal y protegerlos de l 

sistema inmune y actividad proteolÍtica de las heces (Chay en y col ,19 88 ) . 

?)Síntes is de DNA,transcrípciÓn y 

traducció'n durante el enqui s t arnien to 

en Entamoeba. 

Siri jantaka rn y col ( l98 0) estudiaron cuantitativamente mediant e experi -

/ 

rnen t os de incorporacion de timidina - H3 l as va riaci ones del D~A de los :ro-

fozoÍ t os en proc e so de en quistamient o . ~ostraron que los trofozoÍtos tra~s-

feridos a medio de en quis t amien t o axe~ ico inco rpora ron timidina hasta la 

/ / 

fo r macion de l a pare d celular del quiste ( 30h) decavendo despues marcaca -

mente sugiriendo que la s í ntesis de DNA y la pa re d celular fuer on eve~tos 

simultÍneos . La s{ntesis del DNA concluyo/ antes de la ocur rencia de las 



, , 
divisiones celulares que suceden en l a maduracion del quiste.Tambien mi.die-

/ 
ron ~1 contenido de DNA de las celul as e n diferentes fases de l enqu1stamien-

to,a las 12 h de transferencia al medio de enquistamien to encontraron un 

,; 
valor promedio de 0.15lpg/celula,en l a fase de prequistes a las 24 h en-

' contraron un valor de 0.108pg/celula,a las 30 h etapa de qu i stes i nma du-

/ 
ros encontraron un valor de 0.119pg / celul a y a las 48 h etapa de quiste 

./ ,, 
maduro un valor de 0 .155pg/celula.En opin ion del autor anterior los dat os 

de los ~alares del DNA encontrad6s fueron compatibles con la idea de que 

los trofozoÍtos que enquistaron estuvieron en la fase G2 de su c{clo ce-

/ 
l ular y con un complemento genetico haplo ide sugir i endo que dur ante e l 

/ ; { proceso de enqu i stami e nt o ocurrio una division celul ar y s n t esis de DNA 

antes de la divi s ió'n de los nÍcle os e n los quiste s en ma durac io·n . Con ob-

jeto de saber si ocurr i eron o no divisiones celulares antes de enquista r -

se l os trofozoftos s e ma rc a ron radioa c tivamente con t i midina- H3 en e l me-

dio de crecimiento y s e transf irieron a medi o de enqu is t amiento . En l o s 

quistes cosechados se midio" la radioact ividad residual . Los da t os indica-

ron que mas de l 50% de la marca se perd ió indica ndo la ocurrencia de al 

/ 
me nos una divi s i on celular. 

L / . d / d ' . d 1 . . l . a s1n tes1s e pro te~ nas isminuye urante e enqu1s t am1ent o ,como o ae -

mues t ra la incorporaci~n de amino~cid os radioactivos en los trofozo{tos 

/ 

enquistantes (Kumsamr arn y col,1975 ) . La formacion masiva de r ibosomas c r is -

talizados en los cuerpos c r oma t oides sugiere que en los quis t es l os ribo-

somas en s u mayor{a no son activos en la traduccídn (Kumsamrarn y col ,19 75 , 

/ 

Barke r y Swales , 19 72) . La traduccíon de los ribosomas en l os quis te s ~e -

dida mediante la incor po racio~ de fenilalanína fue anormal.Los riboso~ s 

aislaaos de los cuerpo s cromatoides de los quistes f ue r on menos e fí c~entes 
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que los ribosomas aislados de los trofozof tos en la traduccio'n de poli-

/ 
fenilalanina en las mismas condiciones(Kumsamrarn y col,1975b , . ~ u adicion 

de una fracciÓn de sobrenadante de los trof ozoftos sin embargo restaruro' 

/ 

su capacidad de traduccion a niveles normales sugiriendo que en los quis-

tes existieron factores inhibitorios o que l os factores que participan en 

,, , , 
la traduccion se encontraron en condiciones s uboptimas o aun ause ntes. 

Una pregunta muy importante es si los r ibo s omas de l os cuerpos cromatoi-
,, 

des de los quiste s y los trofozo{tos dif i eren en su composicion.Estudios 
,, 

de sedimentac ion sugieren resultados conflict i vos. Barker y co l( l9 72) e n-

contraron que los r i bosomas de los qui s t es presentaron pat r ones de s e di -

mentacion diferentes del de los ribosomas de trofozoÍtos. Kumsamrarn y col 

.;' 

-- Cl97 5T por--el con tia do enc oritra;r-on pa t ro-nes- -de _ s_e-dlmen~a cion similare s . 

de los ribosomas de trofozoÍt os y quist es , aunque en l a actualidad s e c o-

noce en detalle la composici~ de l as pro te{nas ribosoma l es de E. invadeJ S 

y E.histolytica (Pr ice y col. 1983 , Vargas y col , 1986) aiffi no s e han aplica-

do las te~nicas di s pon i bles pa r a evaluar l a h i p~te si s de diferenc ias de 

composicio'n de la s protefnas t ibosoma l e s de t r ofozoi tos y quis t es . Una 

i nhi bición de l a 'tr ansc ri pcl;n T)uede e star a s ociada con el enquistami ento . 

Inhibi dores de l a t ranscripc i on r:omo Actinomicina D( l OOµ g/ml ) .~aF 50a'1, 

que i nhibieron l a incorpo r a c i o~ de ur acilo radioac t ivo v tarn bi{n inti~i-

d d 1 I' . d / . . -o / 1 . 1 h . . ' ore s e a s1nt e s 1s e pr o te 1nas purom1c1na ) µg , m y c1c o e x1~1aa 

/ rol , i ndujeron la ag re gaci~ de los ribos omas en las h;lices de ri'::J o '1uc~:: :> -

pr o te {nas sugiriendo que la a usencia de K..'iA mensa j ero disponible para 

se r t raduc i do provoca que lo s ribosomas se ag rupen y f rmen cuerpos rij-0 -

nuc l eop r o t ei cos como en lo s qui ste s(Kurnsamr a r n , 1975a ) . La rernoció'n de ::s 

, 
i nh ibidor es y la transf erencia a me di o fresco pr ovocó la desaparicion 
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, 
de las helices de ribonucleoproteÍna en los trofozoftos que se habfan 

, 
formado sugiriendo que la reversion de lt 

, / 

. .iibicion provoco la desaglu-

tinació'n de los ribosomas.En opinio~ del autor anterior el proceso de 

acumulaci:ri de ribonucleoproteÍnas debe suceder en condiciones naturales 

durante el proceso de enquistamiento y probablemente refleje aspectos tni-
,,, ,,,, 

~i~les · del proceso.Un aspecto de interes que probablemente es unico en 

Entamoeba es que el proceso de polimerizacio'n de las ribonucleoprotefnas 

, ,, / 
no requirió energ1a y ocurrio espontaneamente en condiciones en las que la 

s{ntesis de energ{a estuvo bloqueada. No requirió la 'transcripcion otra­

duccio~ de una protehia especial lo que indicar{a que los componentes de 

las h~lices de ribonucleoprote{na estan en el citoplasma en espera de 

/ 
una señal apropiada (Kusamrarn y col,19 75) .La composicion de bases del 

/ 
RNA ribosomal de los quistes de E.invadens es diferente de la composicion 

I del RNA ribosomal de los trofozo1tos present ando un mayor cont enido de 

. / 
G+c(Barker&Swales,1972).Durante el enquist am1 ento tambien ha y modif ic a -

ciones en el tipo de isoacept ores de l os R};A de transferencia.Los RNA t 

de l is ina aislados de los trofozoÍtos fueron 6 mi ent ras en los quis t es 

se hallaron s olo 5 y va riaron en su concentracio~.(Hernlndez y col ,1 986) . 

,,, ,. / 

En opinion del auto r menci onado la variacion en la conce ntrac ion de es -

... ,,,, 
pecies de R..~A t se re laciona con al gun a spect o de la dif erenciacion de 

los trofozo{tos a quistes.Es posible que exis ta una relacio"n est re cha 

entre los f act ores que re gulan la s {ntesis de ri bo soma s en los trof o-

/ zo1 t os y el proceso de enquistamien to. Lo s r ibo somas sintetizados cit o-

/ 

plasmicamente se inte gran en l os cuerpos cromatoide s como lo demuestra 

/ 

el s eguimiento autorradiografico de los ri bo s omas marcados (Kusamra r n,1 975 ) 

y col ,19 75b ) . Los ribosomas son sin teti zados en grandes can t idades en 

. ll 



perfodos de crecimiento activo y se aglutinan en las hllices durante el 

,, / 

enquistamiento.En opi· de Barker(l964,1972),La formacion de cuerpos 
, 

cromatoides es un mecanismo adaptativo del parasito.Los ribosomas se sin-

tetizan en cantidades elevadas bajo condiciones de crecimiento favorables 

y se cristalizan durante el enquistamiento,se almacenan como ribosomas 

intactos en los quistes y se distribuyen entre las amibas metaquÍsticas 

como ribosomas listos para utilizarse en el per{odo de establecimiento 

/ 
en el nuevo huesped. 

,,, 
8)Enquistamiento y division celular. 

Barker y Svila(l964) mostraron usando e l microscopio de luz ul trav ioleta 

que durante la formacio"'n de los quistes de Entamoeba hubo una div isiÓn 

diferencial del trofozoÍto en proceso de enquistamiento.Esta división 

diferencial produjo una c:lula m:s pequeña que acumulÓlos ribos omas y 

/ / / 

un trofozoÍto.La celula prediferenc iada continuo la difere nc i aci on has ta 
,,. 

convertirse en quiste.La division nuc l ea r que se produce dur an te l a ma du-

./ / / 

racion de los quistes para f ormar una celu l a tetranuclea da es iden tica a 

/ l a que se da en el trof ozoit o en e l aspe c t o ul traest r uc tural como s e de-

/ 

mos tro en E.invadens. (Mc ra l es-Va l lart a y co l ( l98 2) . 

9) ~:r o dos de induccio'~ de l 

enqu i stamie nto en En tamo eba . 

/ 
La pr oduc cion de quist e s en cultivo s de En t amoeba ha sido di :íci l y las 

condiciones que induc en la formaci~ no s e compr ende n a~n . Do] e l l en 1928 

/ 

s e ~alo que la pres enc i a de l os qu is te s en l os cul tivos mix t os f ue rara o 

ausen te pero en pre s encia de un crecimien t o activo de l os tr ofo zo{tos de 

/ / / 

E. histolytica l a adic i on de almi do n y su remo cion del cul t ivo pudo indu-

,,. 
cir ir r egu l a rmen te la aparicion de qui ste s en el cult i vo(Dob e l l, 1928) . 
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Varios investigadores posteriormente confirmaron estas observaciones y usa-
, 

ron metodos similares para inducir el enquistamiento basados en la presencia 

/ , 
bacterias asociadas y la remocion de almidon del medio(McConnachie,1969, 

/ , 
Balamuth,1962).La utilizacion de medios polixenicos no aclararon sin em-

bargo los factores responsables de la capacidad de diferenciarse.Reciente-
,, 

mente con el desarrollo de los medios de crecimiento axenicos los factores 

responsables pueden ser identificados con mayor precis ión .Los trofozoftos 

de E.invadens y E.histolytica no ~nquis taron cuando crecieron en medio 
, 

TYI-S-33 oTPS-1 y al llegar a la fase de declive de la poblacion los tro-

fozo{tos se lisaron. (Diamond,1968,Diamond y col,1978).El enquistamiento 

ocurrio#en cultivos axe'nicos de E. invadens y E.histoly tica tipo Laredo 

,, / 

y_ Mo~~~kovski_~ en medio hipotonico segun re por taron llicl=lards y col(l966). 

/ ,, ,, 
McConnachie(l970 ) tamb ien investigo el efecto de dilucion del medio de 

/ 

cultivo en cultivos axenicos de E.invadens,basados en salina-peptona y 

extracto de hÍgado.Encontró enquistamien t o del 60- 70% cuando cultivos de 

1-2 semanas se diluyeron con igual cantidad de agua e s téril.Lo~ quis te s 

aparecieron 2-3 d{as despu/s de la dilucio~ y fueron morf olÓgicarnente 

ncrmales.Thepsupa rungsikul y col (l971) pudieron i nducir el enquistarniento 

axénico de la cepa IP- 1 de E. invadens,mediante la t ransferencia de los 

trof ozo Ítos en crec imiento activo a medio TPS- 1 condicionado preciarnente 

con el crecimiento de Proteus mor ganii y filtrado a es terilidad . Obtuvieron 

50- 80% de enquistarniento en las ú8 h siguien tes a la transferencia de los 

trofozoÚos. Ren gp_ie n y Baile y(l975) sugir i eron que el choque osmcrtico 

,. / 

pro bablemente fu e el estímulo que disparo la dif erenciacion de los tro-

fozo!tos . Estos autores midieron la osmolaridad del medio TPS - 1 y mo stra -
,, 

ron que tuvo ~00 rnüs,la dilucion del medi o a 70 mOs indujo el enquista -
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miento de los trofozo{tos.Metabolitos que fueron transportados por aca-

rreadores como aminoácidos,glucosa y cloruro de sodio inhiv~e ron el en-

, 
quistamiento.Carbohidratos analogos como la fructosa y la galactosa tam-

, / 

bien lo inhibieron.La inhibicion 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 opinion de los autores 

mencionados sugirieron que la tonicidad del medio es una señal requeri-

/ 
da para disparar la diferenciacion_!!l vitre de E.invadens . Vazquez de Lara 

/ / 

y col(l984) descubrieron un metodo alterno de induccion del enquistamiento 

/ ~ que consistio en la remocion de glucosa del medio de cultivo TYI-S-33 

usado para el enquistamiento.TrofozoÍtos en fase activa de crecimiento 

transferidos del medio TYI-S33 al medio TYI-S-33 sin gluc osa enquistaron 

70- 75% en estas condiciones.Los trofozoÍt os estacionarios no enquistaron 

en masa y usualmente se lisaron.Se mostró que el en quistamiento dependio~ 

de la densidad del inó'culo,un cultivo en medio de en quis t arnien t o con Sx 

104células /ml requirió tres d{as para iniciar el enquis t arniento mien tr as 

que a una densidad de l xl06c{lulas / ml re quirió so lo 8 horas .En sus expe-

rime nto s la osmolar idad del medio no s e modif icó" ra di ca lmente y el enquis-

/ 

tamien to se pudo dis pa rar aun sin cambio en ella sug iriendo que no fue el 

/ 

unico factor promotor del enquistamient o . Avr on y co l(l986 ) hicieron e xp e-

rimentos que complementaron estas obse rvaciones . Propusi e r on que ambas 

/ / 

cosas tanto el descenso de la presion osmo tica como el agot amien t o de nu -

trientes fueron los fact ores ese nciale s . En contraste con Bailey y Rengpien 

( 1980) encontrar on que los trofozoÍt os se pudier on inducir a enquistar 

e n s o_uciones de amortiguadores,sales y az ~c ares a condic i 6n de que la 



presión osmótica de estas solucione s estuviese entre 60-160m0s /Kg con 

, ,, 
una optima induccion a llOmOs/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 proporció'n.Encontraron que soluc iones de 

MgSO~ 99.5mM,suero bovino 5%(58.8m0s/kg ) indujeron un alto porcentaje de 

enquistamiento a densidades de 5xl05/ml en 48 h.El enquistamiento en 

,, / 

condiciones axenicas de E.histolytica aun no se logra y no se conoce si 

las cepas aisladas de !·histolytica tengan capacidad de enqui starse.Ob-

servaciones de Mata Cardenas y col(l986) indican que probablemente la 

cepa HMl puede diferenciars e y producir una pared celular típica de quis ­

te en el medio de crecimiento ax:nico PEHPS . El med io PEHPS es un medio 

/ / 
analogo al TPS-1 cuya principal diferencia con respecto a este es la 

, ,/ / 

substitucion del PANMEDE por un extracto soluble de hi gado y pancreas. 

, 
En este medio los trofozoitos no se lisaron al llega r a la fase es t ac io-

/ 
naria como lo hacen en el medio TYI- S-33 y pe nnanece n como celul a s re -

/ 

dondeadas.Que en realidad se formo pared celular fue confirmado por la 

tinci;n con Calcof luor white M2r colorante que t iñe la quitina de la 

pared celular.Estos eventos se pr oducen ap r oximadamen te a los 14 dÍas 

de c recimiento en medio PESPS. Sin embar go la eficienc : a de es ta diferen -

/ 

ciacion no se ha evaluado aú'n . De confirmarse estas observaciones y s i 

s e demues tra un rendimi ento elevado s e ha bría ll egado a un ob j et ivo 

lar go tiempo persegui do . 

l ü ) Variaciones de la densidad 

celula r duran te el enqu istamiento 

Av r on y col ( l986 ) descu brieron que la transferencia de lo s trof ozoÍtos 

;( 

de E. invadens a medio de enquistamiento i nd uj o una variacion de la den-

sidad celular.Dentro de los dos minut os s iguientes a la transfe rencia 
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al medio de enquistamiento la densidad de los trofozoÍtos varió de 1.061 

-l.073g/ml a l.050g / ~ • incrementandose posteriormente para llegar a una 

~ 

densidad maxima de l.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 aun pero han sido explotadas 

para separar poblaciones celulares a partir de cultivos en proceso de en-

quistamiento(Avron y col,1983). 

ll)Factores que afectan el 

enquistamiento de Entamoeba. 

Varios factores han sido señalados como relevantes en el enquistami ento 

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

lo ocurría" en lÍmites de pH 6.8-7.2(Chang,1942),aunque otras observacio-

nes del enquistamiento de E.invadens sugirieron que las variac i ones de 

pH fuera de este rango fueron delet{reas para el crecimiento de los tro-

fozo{tos y para el enquistamiento mismo.( Balamuth,1962).Se ha sugerido 

/ / 

que la variacion del po tencial de oxidorreduc ion en los cultivos de los 

{ / ; 

trofozo tos creciendo activamente en medio polixenico di s pa r o la dife-

renciació'n de E.histolytica (Chang ,1 946).El au t or menci ona do encontró en 

sus experimentos que los trofozo~os se desarrolla r on en un po tencial 

redox de - 350,45 0mV y una caída s~bita de este po te ncial a nivele s pos i -

ti vos indujo enquistamiento masivo de trofozoÍt os en cr ecimien t o activo 

en medio pol i x;nic o . Balamuth(l 962) s in emba r go no c on firrno~e s tas obs er -

/ 

vaciones . E.invadens crecida monoxenicame nte con Clos tridium ?erf ringens 

/ ; 

y some tida a variacion del potencial redo x no enquist o ma sivamen te v al 

parece r se afecto ne gativamente t an to c r ecimien to como enquistamien t o . 

Es dif{cil comparar estas obse rva ciones debido a diferencia s de medios 



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

f actor que afecto' el enquistamiento de !_.invaden~.La incubacibn por pe­

r{odos de 6 h a lOºC previa a su transferencia a medio de enquistamiento 

,, 
no modifico el rendimiento de quistes respecto al control(80vs8 2% ),aun-

que incremento"la tasa de crecimiento de l os trofozo{tos.Un incremento 

de la viscosidad no a f ecto/las tasas de enquistamiento , pero a nive l e s 

de consistencia semis~lida 0.3% de agar o sÍlica gel se incrementó' el 

crecimiento de la població'n.El hacinamiento se ha seña l ado corno factor 

,, / 

que promovio el enquistamiento.Everitt(l950) rnostro que la t r ans ferencia 

de un medio libre de almidÓn polixe~ico a uno con ~1 1 indujo el enquista-

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

se relacionó' con la densidad de los cultivos.Un i ncremento en el porcen-

ta j e de quistes fue proporcional al logar{tmo del incremento del tamaño 

de la poblaciÓn.Ba lamuth(l962) hizo observac iones similares e n E. invadens 

usando vasos de cultivo con di:me tro de fondo determi nado a voluntad , la 

,, / 

poblacion vario en forma directame nte proporcional a la superficie del 

fondo mientras que el enquis t amiento vari~ de manera inversa a ésta.El 

aut or mencionado sugirió que la iniciaci tn del enquistamien t o por haci -

,. / / 
namiento se de bio a una remocion se l ec t i va del a lrn idon y por t an t o a -

/ / 

tribuible a la depresi on de nutrientes en e l medi o . La acurnu l ac i on de un 

s ubmetabolito al parecer no fue irnpor t a n te ,en opin ión de My er y ~o r g a n 

( 19 71) los factores externos enunciad os an t erio r ment e tuvieron poca i n-

fluencia s obre el enquistarniento de E.inva de ns y l o consider an corno un2 

parte natura l de su c{clo de vida y no inducida po r f act ores ext ernos . 
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12)Enquistamiento y virulencia 

en Entamoeba 

/ 
La relacion entre el enquistamiento y la virulencia es un aspecto de la 

biología de Entamoeba no resuelto pero de gran importancia.Deschiennes 

(1939) mostro' que una cepa de E.histolytica mantenida en medio polixe'nico 

/ 
sin enquistar decayo en su virulencia en 3 años de 70% a 5% mientras que 

otra linea mantenida con enquistamiento perió'dico la preservó.Chang(l945a) 

, 
encontró que la virulencia de dos cepas de E.histolytica se recupero a 

nivel anflogo a la del original de su aislamiento mediante induccicfu del 

enquistamiento de la cepa in vitre.La cepa C fue infecciosa en pollos por 

8 años pero perdid su virulencia en los siguientes 3 años .Su pé"rdida se 

correlacionó con la p:rdida de la capacidad de enquistarse.La cepa P per­

dió su virulencia en 2.5 años de cultivo y coincidio/ con la p:rdida de 

la capacidad de enquist amien to en cultivo . Neal(l965) por otra par te no 

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

y se sugirió que no hubo una relació'n d i re cta entre la capacidad de en-

quistarse y la virulencia de las cepas mantenida s en me dio de Dobell. 

Neal(l965,1966),realizó experimentos con las cepas aisladas de portado-

/ / 

res asintomaticos y sintomaticos e indu jo su enquistamiento in v itro 

/ ~ 

y pr obo la invasividad en animales experimentale s.Encontro qu2 las cepas 

no invas i vas enqu ist aron normalmente en e l medio de cultivo pero su vi -

/ 
rulencia medida como invasividad cecal no s e i ncrement o .La cepa RD 

cuya virulencia decayó despu{s de vari os c{clos de enquistamient o al 

I / 
nivel de una cepa no invasiva arguyo contra una relac i on directa de en-

quistamiento y virulencia.Phillips y Bart gi s ( l954 ) ,obse rvaron que E. 

histolytica crecida con Tripanosoma cruz ii perdio
1 

su capacidad de enquis -
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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 polixenico 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 perdio su viru-

1 / -encia por mantenimiento prolongad o en med io de cultivo axenico.Se trato 

"' de restaurar su virulencia transfiriendola a medio polixenico de Locke-

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

Streptococcus faecalis,Escherichia coli y con flo ra bacteriana desconoci -

da con objeto de inducir el enquistamien to. La cepa NIH200 fue incapaz de 

, 
enquistar nuevamente y al proba r su virulencia mediante i nyeccion intra-

/ / 

cecal en cobayos libres de germenes y normales tambien fue incapaz de 

producir lesiones.En su opinio~ la ce pa perdio/ s u po t encia l de enquista-

/ / 

miento irreversiblemente y esto se re l aciono íntimamente con la perdida 

I 
irreversible de la virulencia que s e observo . En E.invadens no se han 

, 
hecho observaciones con respect o a la r elacion de la capacidad de enquis-

tarse y su virulencia . 

/ 
13)Relacion de las bacte rias 

y el e nqui sta~iento en Ent amo eba . 

La s bac terias e jercen un pr ofundo efecto sobre el ciclo de vida de las 

, 
amibas de l genero Entamoeba como fu e demostrado por Dobell en sus tra -

bajos(Dobel l,1 928,1951) . En un med io con las bac ter i as intestinales nati-

/ 

vas f ue posible reproduci r todas las fase s de l ciclo de v ida del pa r as i -

t o . En exp erimen t os iniciales Dobell descubría que las cepas de E. his t olytica 

que aislo y qu e- no eran e nquistantes pudieron inducirse a en quis tar 
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cuando la flora bacteriana en que crecieron fue substituida por la flora 

" de la cepa K28c r n.r-t. composicion bacteriana fue tal que pudo soportar 

/ 
tanto el crecimiento como el enquistamiento de K28c.Un analisis de la 

/ 

composicion de las especies del cultivo fue un problema complejo pero 

I 
utilizando acriflavina para ~liminar selectivamente los aerobios y viole-

ta de genciana para eliminar selectivamente los anaerÓbios encontro/que 

un anaerÓbio,N5, fue esencial pare el enquistamiento de~. histolytica 

en cultivo polix:nico en tanto que las bacterias aer¿bias al consumir 

el ox{geno disponible dentro del tubo de medio de cultivo solo propor-

cionaron el ambiente anaeróbio apropiado para el crecimient o de las ami-

bas y del anaeróbio NS .Lamy y col(l95 8 , 1963) .EstudiÓel efe c to de la 

remocio'n selectiva de bacterias sobre el enquistamient o de E.histolytica . 

La adicio~ de penicilina al medio polix~ico elimino' los anaeróbios pero 

no l os aeróbios permitiendo la multiplicacio~ de los trofozo{tos de la 

cepa LX pero no la formacio~ de quistes.La adición de aureomicina que 

el iminó S.faecal is pero no E.coli. y anaerÓbios en el medio de cultivo pro-

/ I 
voco crecimiento subnorma l y aparicion de quistes mientras que la adi-

ción de kanamicína que eliminó E.coli pero no S. faecalis y anaer obios 

dió' luga r a cu l tivo s pobres cas i sin quist es . En opinio~ del aut or anterio r 

los resultados sugirieron que los anaerobios const ituyeron los inductores 

del enquistamie~to pero su actividad no fue suficiente ya que la mulr~ -

/ 

plicacion soportada por E.col i y S.faecalis fue prerrequisit o para e: 

enquistamiento . Otros estudios señalan el pap e l de los anaerób íos en e: 

./ 

enquistamíento.En medios polixenicos Svensson y col ( l971 ) ,re portaron 

I 

que E. histolytica crecida en medio de extractos de colon y alrnidon c e~-

/ 
pleto su ciclo de vida incluyendo el enquistamiento . Las cepas ais lad2s 

/ 

con bacterias de las regiones distales de l colon enquistaron espon ta~ea -
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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 difÍc il es 

de evaluar debido a la comp lejidad 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 po r Chinn 

y col(l942).De 14 especie s de bacterias que s oportaron el crecimiento de 

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

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

. / 

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

/ 
mularon la f ormac i on de qui st e s apreciab lemen te. Stre pt ococcus hemol y ticus 

- C.perfringens y Le pt otr ichia bucalis - C. per fr i ngens indujeron la forma -

ci~n de 40% de quistes en 48- 72 h.Combinacion es de 3 especies produje-

ron resultados variabl e s . S. hemol y ticus-B. subti lus - C. perfringens 25%, ~ 

hemoly ticus-Al cali genes faecalis - C.perfringens,12% , S. hemolyticus - E. col i 

-C.perfringens 2% ,S ,hemoly t icus - S.faecalis - C.perf r ingens 15% ,indicando 

que C. perfringens fue e sencial . Al parecer otras bacterias indujeron el 

/ 
enqu is t amien t o ya que cultivos sin C. pe rf r ing~_~s t arnb ien enquist .H on 

(Chinn y col,1942 ) . En r esumen al parecer E. histolytica y otr as Entamoe -

/ 

bas in t eraccionan en su habi tat natural con una co2un idaci bac teriana com-

ple ja que influye sob re su cÍclo de v ida . Cuando en el medio de culti vo 

sea posibl e obtener definidamente las condicio~es pr evalecie ntes en ¿i -

cho ambiente pod re mos inducir a volunt a d el enquistamiento . Segu"n Lam'; 

( 19 57 ,1958) . la observació'n de enquistamiento espontá'neo en cul;:ivos ·J ac -

terianos refleja las condiciones del ín testíno . ~n un equilibrio adecuado 

de las bacteria en competicíó'n ,el c{clo de v i da completo podr{a ob te~erse. 



14)Supervivencia de los 

qu s de Entamoeba. 

,,,, 
Sobre todo desde el punto de vista epidemiologico es importante conocer 

las condiciones en las que los quistes pueden mantener su viabilidad. 

/ 

(Offutt y col,1955).Varios autores han ideado metodos de evaluar la via-

bilidad de los quistes procedentes de cultivo o aislados de las heces 

/ / 
La tincion con eosina diluida,eosina-yodo,ortotoluidina,la forma del nu-

/ ,. 
cleo la tincion con Hematoxilina,la plasmolisis han sido evaluados para 

medir la viabilidad de los quistes aunque ninguno de ellos se encontro"" 

. / 
satisfactor1o(Cheng,1973,Kudo,1960 ).La evaluacion de la viabilidad de 

los quistes por subcultivo es un metodo más eficiente y en la actualidad 

" el mas empleado.Chang y Fair(l941) demostraron que tan solo 5 quistes 

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

champs ( l949) observaron un número de 15 como m{nimo.Stringer(l972) pro-

/ 

puso un bioensayo de viabi lidad basado en la suposicion de que en un 

,. 
subcultivo un quiste vacío representaba una amiba exq uistada.El numero de 

de quistes vacíos re specto a los no eclosionados fue una medida del por-

centaje de viabilidad. 

lS ) Efectos de la temper a tu ra 

sob re la viabilidad de lo s 

quistes de Entamo e ba . 

La tempe ratura tie ne un e fe cto notable sobre la supervivencia maduración 

/ 

v v iabilidad de los quistes de Entamoeba.La maduraci on de los quistes de 

/ 

E. histoly tica se detuvo cuando se disminuyo la temperatura del medio de 

I 

cul tivo(37ºC) a una tempe r atura inferior (4 - 23ºC) .Esta maduracion no s e 

reanudo/nuevamente por eleva ción de la temp eratura.a 37ºC . (Chang , 1943 ) . 

42 



/ 

En los quistes maduros la desecacion fue letal(Reardon y col,1952) por 

lo que ~t ~ fecto de la temperatura sobre los quistes se ha experimentado 

/ / / 
en quistes en suspension o en asociacion con medios organicos tales corno 

heces o vegetales que los mantienen htimedos.En los quist es maduros se 

tiene la creencia que la tasa de supervivencia depende de la tasa meta-
, 

bolica del quiste.McConnachie ha señalado que la longitud de tiempo que 

/ / 

los quistes sobreviven en relacion con la temperatura dependio de la ta-

/ / 

sa de desaparicion de glucogeno 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 me dio de suspens ion de los quistes 

al parecer no tuvo efecto sobre la viabilidad tempora l de l os quiste s en 

relacio~ a la temperatura (Chang,1950) .Los quistes de En tamo e ba fuero n 

menos resistentes al frío y al calor que lo que son l as esporas de bac -

terias y hongos comparativamen te.Las ba jas te mperaturas tuvieron efectos 

deletéros pero l a tasa de supervivencia f ue mayor que en a ltas tempe r atu-

ra s(Chang,1945,1950,Harper &Dolkhart,1954,Jones&Newton,195 0 , Simi tch y col 

195 4 , Neal,19 74) . 

16 ) . Efectos de l as s ubstancias 

qufmicas sobre la viabil i da d de 

los quis te s de Entamoeba. 

El estudio del e fec t o cis t icida de l os compuestos qu{micos es de la ma ­

yo r import ancia para promover métodos de potabil izacio~ del agua ya que 

los qu istes son epidemiologicamente los fac t or es res ponsables de la 

/ I 
transmision de la amibias i s. Una delimitacion precisa de las concentra -

/ 

ciones l eta l es para el parasito ha permitido erradicar en algunos paises 

las epidemias causadas por E.his t olytica . Como en el caso de la tempe rat u-
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ra los trofozoÍtos fueron de manera general m:s sensibles al efecto de 

los compuestos qu{micos que los qui s tes en las mismas condiciones.Los 

agentes desnaturalizantes,generadores de radicales libres,el {on cloro, 

yodo,los agentes oxidantes,los detergentes y los metales pesados fueron 

/ 
los mas activos(Kudo,1960,Cheng,1973,Fair y col,1954,Jones,195 2,Kessel 

y Moore,1946). 

17)Desenquistamiento y factores 

asociados en Entamoeba. 

/ En el huesped los quistes completan su desarrollo,desenquistando en e l 

/ 
intestino delgado.El desenquistamiento como ocurre en el huesped ha s ido 

estudiado examinando los contenidos intestinales a diferentes interva los 

/ / 

de tiempo depues de alimentar con quistes a huespedes apropiado s.De esta 

manera los estadios de desenquistamiento de E.histoly tica ·han sido obser-

vados en monos ratas y perros(Snyder y Meleney,1954,Neal,1966).Mientras 

en las serpientes se han observado los estadios de desenquistamiento de 

E.invadens(Geiman y Rattcliffe,1936).En cultivo in vitro E.h i stolytica 

y E.invadens dese nqu istan y sus estadios de desenquist arnient o ha n sido 

obs ervados(Dobell,19 28 , Geirnan y Rattcli f fe,1 936) . Durante el de s en quist a -

mient o el citopla s ma se retrae de la pare d y l a a~iba enqui s t ada s e mu e -

ve activamen te dentro de l a pared del qui s te.E l mo vi mi ent o de los pse u-

d~podos se concentra en un á"rea de la pared y l a amiba emerge a traves 

~ / 
de una apertura de es t a ,escapando a trave s de un peque ño poro . In i c i al -

; 

men te una pequena cantidad del c itoplasma prot uye per o ma s t arde se re-

/ / 

trae . Solo de spues de mo vimientos repet i dos ha c ia a tras v ade lan te la 

amiba puede liberar s e. En E.inva dens la par ed del qui s te de s enquis t a n re 

se observo'desa pare cer. Bar ker y Sv ila ( l 964 ) ob s erva r on modi fica ciones 



del material de la pared del quiste que absorbió luz UV durante el des-

enquistamiento.La forma en que la amiba penetra la pared del quiste no 

es conocida,enzimas conectadas con la membrana de la amiba enquis tada 

pueden afectar la apertura y los ribosomas que se dispersan de los cuer-

pos cromatoides durante el desenquistamiento pueden promover la síntesis 

/ 
de tales enzimas.Los quistes desenquistaron en medio que soport o el 

crecimiento de los trof ozoÍtos indicando que no se tienen ~equerimientos 

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

da pero quistes de E.histolytica desenquistaron bajo potenciales dredox 

ma yores que , los necesarios para el crecimiento de los trofozo{tos(Chang. 

/ 
1946).Se penso originalmente que un quiste estaba l isto para eclosionar 

/ / ~ 
cuando ya exhibia 4 nucleos pero carecía de glucogeno y cuerpos cromatoi-

des.Algunos investigadores sugirieron que cuando estas inclusiones esta-

ban presentes en los quistes eran capaces de eclosionar (Dobell,19 28) , 

Pero algunos quistes desenquistante uni y bi- y tetranucleados con la 

presencia de cuerpos cromat oides se ha observado (Everitt,1950 ,Snyde r y 

Meleney,1941).Los quistes uninucleados de una ce pa de E.hist ol ytica se han 

/ 
han obse rvado desenquistar.Chang (l943) sin embargo ob servo que los quistes 

inmaduros no ec lo sionaron.Los quistes de E.invad ens y E. his t oly tica difi -

rieron en su capacidad de eclosionar in vit ro.E . histol ytic a eclosiono/ 

/ 

mas fa cilmente que E .invadens(Geiman&Rattcliffe,19 36 , ~cConnachie, 1955 ) . 

/ 
Los quistes de E.histoly ti ca eclosionaron pocos mi nu t os despues de su 

; 

transferencia a medio de crecimiento a tempera tura op tima de c recimie~t o . 

En estas condiciones muy pocos quistes de E.invadens desenquistaron aun 

/ 

en horas (McConnachie,1 955) . Dobell no t o que los quistes formad os en cul -

tivo s tempranos de E.histolytica desen quistaron en el mismo t ubo 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 compárten ant{genos con los trofozoÍtos de la 

misma especie( Zaman y col,1967).e inclusive con los trofozoÍt os de E. 

, 
histolytica,razon 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 ~a prueba 

I' 
de inmunohemaglutinacion y substituyeron al antígeno de E.histolytica 

con resultados similares (Zaman y col,1967).Los antígenos que presentaron 

los quistes no fueron identicos a los de los trofozoÍtos.Existieron dife-

rencias estadio especÍficas,es decir ant{genos exclusivos del quiste 

Avron y col,19 86) .Las similitude s y diferenc ias antige~icas de trofozo{-

/ ,, 
tos y quistes de E.inva dens no se han identificado sistematicamente aun. 

Los quistes de E.histolytica se aglutinaron po r suero de humano normal 

y de individuos con amibiasis carente s de complemento. La na tural eza de 

, 
las ag l utininas no se e s ta blecio pero pudier on ser anticuerpo s ( Greiff,1 9~~ ) . 

La pared de los quistes fue antig:nica e in dujo la apa rició'n de anticuer -

pos espec{ficos. Median te la t:cnica de i nmunofl uores cencia se log ró 

te ñir lo s qui stes fluorescentemente en su zona perife~ic a . ( Zaman y col, 

196 6). 
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II. OBJETIVOS. 

La rev1~i Ón que se realiza de la literatura indica que se sabe poco 

en relación a las modificaciones fisiológicas que se dan en la célula 

trofozoíto durante el proceso de diferenciación de ésta a quiste.Res-

pecto a los cambios bioquímicos que se han observado durante la dife-

renciación de la amiba se considera que las enzimas son muy importantes 

en el metabolismo de los trofozoítos y que el muestreo de su actividad 

puede revelar valiosa información para comprender lo que sucede durante 

el enquistamiento de este parásito y así introducir un nuevo enfoque en 

.; 

el estudio del enquistamiento ya que en l a revision de la literatura no 

se encontraron referencias respecto a estudios comparativos de isoenzimas 

en diferentes estadios del ciclo de vida de l os parásitos del género 

Entamoeba.Es por esto que se decicidió estudiar las isoenzimas de varias 

enzimas de diversas áreas del metabolismo del parásit o con el siguiente 

objetivo general: 

Identificar enzimas que puedan ser marcadore s bi oquímicos adecuados de l 

enquistal!liento de los trofozoitos de E. invadens. 

En particul ar,orientar el estudio a los s i gu i ent e s punt os: 

a ) Identi:icar ma rc adore s bioquímicos dentr o de l met abo li smo de lo s car -

bohidrat~s, moni ~oreando l a apa r~ c iÓu o des a pa r i ción de i so e~zin2 3 e~ ~ a 

vía de l a degrada ción de l a gluco s a . En tre es t as enzima s se s e l eccionar on 

6 en z i mas que s on de prime ra i mpo rtancia pa r a la supe r v ivencia de l tro-

fo zoít o como son : hexoki nasa , gl uc osa f osfa t o isornerasa , fos f og lucomu tasa, 

malato deshidrogenasa de s carboxi l ante, alco hol de sh i dr ogenasa NAD y N.~P 

dependien te s ,ami l a sa y qu it inasa.Es t as Úl tima s enzima s que tamb ién e s t an 

a s ociadas con e l metaboli smo de l o s poli s ac aridos s on muy i mpo rt an te s 

para la supervivencia y e l enquistamient o de l pa r á si t o . 



--------- -------- ---- --- - -

b).Identificar marcadores bioquímicos del enquistamiento entre J 8~ enzimas 

hidrolíticas inespecificas como las esterasas y proteinasas,analizando la 

aparición o desaparición de isoenzimas de estas enzimas durante el enquis­

tamiento. 

c).En vista que las Fe-proteinas aún no siendo enzimas son centrales en el 

metabolismo de los trofozoítos se seleccionó también a estas proteínas para 

estudiar su patrón de variación durante la diferenciación. 
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111.MATERlAL Y METODOS. 

l)Cepa empleada. 

En los experimentos que se reportan en este trabajo se empleó la cepa 

de ].. invadens lP-1 aislada en el año de 1952 de la serpiente Natrix 

cyclopion.Esta cepa se obtuvo del doctor L.S.Diamond y se ha cultivado 

por ma"s de 10 años en nuestro labora t orio. 

2)Medio de cultivo. 

El cultivo vegetativo de la amiba se llevó a cabo empleando el medio 

TY1-S-33(Diamond y col,197 8) .Los componente s de este medio se enlistan 

en la tabla I 
/ 

.Para la preparacion del medio los componentes se disol-

vieron en agua bidestilada en el orden indi cado,el pH se ajusto' a 6.8 

con NaOH O.lN y se aforó a 87 ml con agua bidesti l ada,este medio se es-

terilizó a 12lºC por 20 minutos a 20 libras de presio~ en autoclave.An-

tes de usarse se ad i cionó de 3 ml de la mezcl a vitamínica de Diamond 

(Diamond y col,196 8) y de 10 ml de suero bov i no para complet a r un volu-

men final de 100 ml . 

3)Medio de enquist amien t o . 

El enquistamiento de los t ro f o zo Í t os se ll evo a cabo empleando el medio 

TY I - S- 33- (LQf) de scrit o po r va"zque z de Lara y col . (1984). Es t e medio se 

prep a ró de manera similar al me dio TYI - S- 33 exce pt o que se omi t ió en su 

/ 
compo sicion la glucosa . El med io s e e s teril izó a 12lºC a 20 libras de pre -

siÓn po r 20 minut os y se supl eme n t o' con la mezcla de vit aminas de Di aillond 

y suero bov i no de manera aná'ioga al me dio TYI - S- 33 . 

4)Ma n tenimien t o de lo s cul t ivos . 

, 
Se emplearon tubo s de tapon rosc a de 15 ml de capacidad cont eni endo 13 

ml de medio de cre cimiento . El in~culo se preparó a par t i r de un cultivo 



TABLA l. 
,, 

Composicion del medio :ultivo TYI-S-33(Diamond,1978). 

COMPONENTE CANTIDAD(g). 

Tripticasa 3 

Glucosa 1 

Cloruro de sodio 0.2 

0.1 

0.06 

L-cisteina 0.1 

Acido L-ascórbico. 0.02 

Citrato-férrico-amónico. 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 enfrió durante 10 

l" ;H •' :: os en agua co n hi elo para des pre nder las amibas aJheridas a las 

,, 
paredes del tubo. Las amibas se colectaron por centrifugacion a 300xg 

durante 5 minutos.Se inocularon suficientes amib as para obtener una den-

sidad de lxl04 / ml.Los tubos as{ inocu l ados se incubaron a 26ºC durante 

7 día s. 

,, 
5)Conteo de las celulas. 

Para estimar el número de c~lulas en un cu l tivo se tomaron muestras de 

0 .5 rol.Las c~lulas de las muestras se diluyeron 10 veces en soluciÓn de 

fijacidn de ami bas (Amortiguador de fos fato s 15 mM,formaldehido 2 . 7%( v / v ) Y 
,, 

se contaron en un hemocitometro Neubauer me j orado. Una gota de la s olu-

/ / . ; ,, 
cion con las celulas previamente diluida se deposito en las dos camaras 

;I ,, 

del contador de celulas.Las celulas se contaron en los 4 cuadrados pr in-

cipales y el cuadrado central baj o el microscopio de con tra s te de fa ses 

usando el ob j etivo de 40x.El nu"mero prome dio de trofoz oÍtos contados se 

mu ltiplicó por 105 que fue el factor de diluci o~ empl eado .Este proc ed i -

miento proporcion~ la informacio~ de l n: mer o de amibas por mililitro 

en los cultivos empleados . 

6) Cu l ti vo y cos ec ha de los 

tro fozo Ú os . 

Se emp learon matraces Er lenme yer de un li tro con ta pó n r os ca conteniendo 
,, 

500 rn l de medi o TYI - S- 33 est eri l . Los matraces s e inocular on con trofozo{-

t os de E. invad ens IP - 1 en crecimient o activo a una densidad de Sxlü 4 

am i ba s / rol y se incubaron durante una s emana a 26°C .Para cosechar los 

trofozoítos los cul tivo s se enfria ron du r ante 10 mi nut os en un baño de 

agua con hielo,a continuación los cultivos se transfir i eron a tubos de 

centr{fuga de f ondo cÓnico de 50 ml y se cen tr ifugaron a SOOxg en una 



centrífuga IEC-CRU 5000 durante 10 minutos a OºC.El medio de cultivo 

sobrenadante se extrajo por aspiració'n con pipeta Pasteur. L .; . rofozo{-

tos se resuspendieron con solución amortiguadora de fosfatos O.lM,NaCl 

0.9%(p/v)(PBS) y se centrifugaron como se describió' anteriormente.La 

,, 
solución de PBS sobrenadante se eliminó de nuevo por aspiracion con pi-

peta Pasteur y los trofozoítos se resuspendieron en s olucitn de lÍsis 

, / 
(Ac.maleico lmM,ditiotreitol lmM,EDTA lmM,acido e-aminocapro ico lmM).El 

volumen usado fue aproximadamente el doble del paquete celular. 

7)Enquistamiento de los trof ozo Ítos 

, 
su cosecha y purificacion . 

La induccio'n del enquistamiento de los trofozo{tos se llevó a cabo de 

acuerdo al método descrito por vázquez de Lara y col(l984).Los trofozo{-

tos de E.invadens se crecieron masivamente en matraces Fernbach de 2800 

/ , 
ml conteniendo 1500 ml de medio TYI-S- 33 esteríl. El inoculo se ajust o" 

para lograr una densidad de 5xl04 amibas / ml.Cuando la capa de amibas en 

el fondo del matraz alcanzó confluencia aprox imadamente en 7 días de ín-
.,, , 

cubacion a 26ºC,los trofozo{tos se cosec haron prevía íncubacíon en el 

/ 
hielo durante 5 minutos.Las amibas se transfi r ieron en condic iones asep-

tícas a tubo s de cen tr{fuga de fondo cónico est éri les de 50 ml con tap¿; 

rosca y se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos. El sobrenadan te del 

medio se elímíncS por asp íraci~n con pipeta Pas teur es t:ríl,las ami ba s se 

lavaron mediante re suspensí~n en medio de enquístamí ent o L G~ estéril y 

/ 
s e centrifugaron de nuevo por 5 minutos a 300xg.Las ce ,u las se resuspen -

/ / 

dieron de nuevo en medio LGM.Se det ermino e l numero de amib as y se aj us-

to~ a 5- 6x l 05 amibas /~l . El me dio de enq uistamiento inoc ulado de e s ta forma 

se dis tribuyó en tubos est:riles de tap~n rosca(l3ml/tubo).Las c~lulas 

se incubaron durante 96 h a 26°C en una estufa de cultivo de temperatura 
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controlada.Los cultivos enquistantes se muestrearon á las 96 h con obje-

to de confirmar el progreso del enquisl ___ l ento.La determinacio'n del nú-

, 
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 asépticas se tomó 

una muestra del cultivo,este se tiñó' adicionalmente con una gota de 

Calcofluor White M2r al 0.1%(p/v) en Tris-HCl 0.4M pH 7.0.Una gota del 

, 
cultivo teñido se coloco entre porta y cubreobjetos y se examinó median-

, 
te un microscopio de epif luorescencia Nikon empleando la comb inacion de 

filtros V-2A(ExcitaciÓn 380-425nm y barrera 450 nm). En estas condicion es 
, 

la presencia de pared en las celulas da lugar a fluorescencia intensa de 

tono azul mientras que los trofozoÍtos que no han empezado a formar pared 

, , 
no emiten fluorescencia.Mediante este metodo se evaluo el porcentaje de 

/ 

quistes presentes en el cultivo.En gene r al s e contaron 100 celulas en ca-

, , 
da determinacion.Cuando el porcenta j e de quistes alcanz o 70- 80%( aproxi-

, 
madamente en 96 h),los quistes se colectaron mediante centri fugacion a 

300xg durante 5 minutos. 

, / 

8)Metodo de puri f icacion de los 

quis te s de E. invadens . 

Los quistes se sepa ra r on de los t r ofozo {t os med i an t e centrifugaci Ón e~ 

un gradien te de Pe r co ll siguiendo el procedimien t o descri to por Avro~ y 

col ( l983) :Los cultivo s ob tenidos en medio de enquistamiento s e incuba -

r on en hielo por 10 minutos . Los cultivos proven ientes de ~ -5 tubos se va -

ciaron en un tubo de cent r ífuga de 50 ml con tapÓn r osca v se cent ri: u-

ga r on a 300xg po r 5 minut os . El sob r enadante se d e sech~ y la ?astilla con -

' I teniendo los quiste s se resuspendio en una soluc i on de Percoll al 1 0 ~% 
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(Percoll[Pharmacia] en amortiguador de fosfatos O.lM,NaCl 0.9%(p/v)). 

Encima de esta sus ,,~. 
,, 

ion se puso un disco de polietileno poroso para 

evitpr la mezcla de las capas de Percoll al superponerlas.Se superpuso 

primero 1 ml de solucio'n de Percoll al 70% seguida de 1 ml de Percoll 

al 60% 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 O.lM,NaCl 0.9%(p/v) .El gradiente se construyó 

, 
del fondo a la s uperficie en un tubo de 12.5xl.5cm diametro.Los tubos 

con el gradiente construido de esta manera se centrifugaron a 300xg du-

rante 30 minutos.Los qui st e s se localizaron como una banda entre el 30-

50% de Percoll mientras que los trofozo{t os migraron al fondo.La banda 

con los quiste s se aspiró con una pipeta Past eur con bulbo de goma cui-

dando de no mezlar las capas de l gradiente.Los quistes se lavaron de lo s 

, 
residuos de Percoll median te centrifugacion en PBS a 300xg por 10 minu tos. 

La soluci;'n sobrenadante se elimino'.Los quistes se resuspendieron en s o-

lucion de lÍsis. La cantidad de soluci~n de lÍsis empleada fu e ap rox ima-

<lamente el doble del volumen del paquete de quis t es . 

9) PreparaciÓn de extractos libres de 

c;lulas de trof ozo ft os y quist es . 

Las cé'lulas ( trofozo{tos o quiste s purifi cados) se resuspendieron y s e 

, " transfi rieron a un hornog enizador de vidrio con embo l o de Teflon y s e 

homogenizaron con 50- 70 gol pes del e'mbolo . Los homogeniza do s de las c~~ula s 

se guardaron en re cipien t e s de plástico ba j o nitrC:geno líquido hasta s u 

centrifugación.Para cent r i f uga r se los homogeniza dos de los tro foz oít os 

o quis tes se desc ongelaron a temperatura ambient e y s e transfirieron é 

un t ubo de centrífuga. Se centr ifugaron a 30 , 000xg en una cen tr {fuga S~ r -



vall con rotor SS-34 a 4ºC durante 16 minutos.Los sobrenadantes de los 

~ . tractos se separaron cuidadosamente y se distribuyeron en muestras 

alícuotas de 300 ~l aproximadamente en tubos de pla~tico.Los tubos con­

tendiendo los extractos se almacenaron bajo nitr~geno l{quido hasta su 

estudio posterior. 

;' 
lO)Determinacion del contenido de 

proteínas de los extractos de trofozoÍtos 

y quistes de E.invadens IP-1. 

Se determinó el contenido de proteína por mililitro tanto de los extrae-

tos de trofozo{tos como de quistes por el m/todo de Lowr y y col(l952). 

/ 
Como estandard se empleó albumina de suero bovino. 

ll)Electroforesis en gel de 

poliacrilamida. 

Las enzimas presentes en los extractos celulares se separa r on med i ante 

electroforesis en gel de poliacrilamida utilizando el sistema de electro-

, 
foresis discontinua en condiciones no de snaturalizantes descr i to po r 

Davis (1964).Se empleó' un aparato de electroforesis Ho e ff e r 600 (Hoe ff er 

Sci.Sn Francisco).Se construyeron geles de poliac rilami da en placa de 

16xl4x0.lcm.La matr Íz de po liacri l ami da corre spond ien t e al gel sepa r ado r 

{ 
,, / ,, 

( t am z de separacion de las macromoleculas) s e pr epa r o con una conr en tr a -

,; 
c ion fina l de acri lamida - b i s a c r ilamida de 7 . 5%C,5 %C,e n amor t iguado r Tr is 

0 . 237M , HCL 0 . 072N , pH8 . ~8 ,p er sulfat o de amon io 0 . 07 %( p / v ),TE~ED 0 . 07%(v / v) . 

/ 
Se usa r on aprox i madamen te 30 ml de s oluc i on pa ra const r ui r un gel separa-

do r con dimensiones de 10 . 5xl 4x0. l cm.La soluc ión s e dejo~ polime r i za r 30 

/ 

mi nut os aproximadamente.Con obj et o de que la pol i me riza c ion fu era horno -

/ 
genea se de posito una capa de a gua bide stilada en l a s uperficie supe rio r 
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, 
del gel en proceso de polimerizacion.La superficie del gel polimerizado 

se enjuagó' con agua bidestilada para eliminar los restoE ·. acrilamida 

/ 
no polimerizada y sobre este se construyó el gel concentrador con dimen-

, 
sienes de 3xl4x0.lcm.La solucion del gel concentrador se compuso de 

, 
acrilamida-biscarilamida 3.125%T,20%C en amortiguador de composicion 

Tris 39mM,H3P040.072N,pH 6.9,persulfato de amonio 0.1%(p/v ) ,TEMED 0.1% 

(v/v).Encima de la solución del gel concentrador se procedio~a colocar 

/ 

un peine de separacion con capacidad para formar 10 pozos evitando atra-

par burbujas.La solucio'n se dejo'polimerizar durante 10 minutos y el 

, 
peine se retiro cuidadosamente.Los restos de ~crilamida no polimerizados 

se retiraron enjuagando la superficie con agua.En nuestros experimentos 

, 
usualment e 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 y es te se lleno con las solu-

ciones del electrodo superior Tris 37.6mM,glicina 40 mM,pH 8.89 con un 

volume n de 1000 ml y la solució'n del elect rodo inferior Tris 63mM,HCl 

50 mM,pH 7.47,con un volumen de 4000 ml.Los exc ractos de trofozo{tos 

y quistes se de s congelaron a temperatura ambiente . Se les aGicionó' a cada 

extracto cantidad es iguales de solució'n de gli cerol 20 %( v/v) conteniendo 

az~l de bromofenol al 0.1% ( p/v) . En cada car ríl se depositci la cantidad del 

del extracto necesaria para acumular 50 f8 po r ca rril. Se t uvo cuidado de 

depositar concentraciones iguales de proteína en los ca rri les de qui stes 

y trofozo Íto s . Para disti nguir los carriles donde corrieron los extrac t os 

de trofozoÍtos de l os carriles donde corrieron lo s extractos de quístes 

numeramo s los carrile s de izquierda a derecha del 1- 10 . Los carriles no -

ne s se llenaron con extracto de trofozo Ítos y los carriles pares se lle-
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naron con extracto de quistes.En ocasiones cuando la actividad fue baja 

la concentracio'n de proteÍna se incr · 
, 

to proporcionalmente en ambos 

carriles donde corrieron quistes y trofozo{tos.La electroforesis se efec-

tuo' a temperatura constante de 4ºC mantenida por un sistema de recircula-
, 

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

Instruments.La electroforesis se efectuó a corriente constante de 30 mA 

por placa suministrada por una fuente de poder PSSOOX(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 enzimatica por ensayar. 

, 
12)Deteccion de las bandas con 

; 

actividad enzimatica en los 

geles de poliacrilamida. 

Los geles con las prote{nas separadas electroforeticamente se sacaron de 

las placas de cristal,se elimint el gel c onc entrado r y se cortaron a la 

mitad en forma vertical de tal manera que se dejaron 5 carriles de cada 

, 
lado de la reg ion de corte.Los geles ccrtados se marca r on aprop iadamente 

I 
pa ra asegurar sin ambigüedad las zonas de ini c io y f inali za c i on de la 

corrida elect rofore"tica as{ como los carriles correspondientes a los 

; extractos de ~uis te s o de trofoz oitos.En todos los casos a menos que 

se indique lo contrario 1 los geles se deposi taron en cajas de cristal 

construidas espec ialmente para con tener peque ños volumenes y se bañaron 

, 
con la solución reveladora de la ac tividad enzimatica correspondiente . 

Las actividades de hexo kinasa,glucosa fosfato isomerasa,rnalato deshi -

dogenasa descarboxilan t e y fosfoglucomutasa se de te cta r on de acuerdo al 

método descrito por Mat hews y col ( l98 2) y Mera~ R{os y co l ( l984) .La ac-
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tividad de alcohol deshidrogenasa NAD dependiente y de alcohol deshi-

drogenasa NADP ri·-·, ·"?ndiente se detectaron de acuerdo al sistema descrito 

por Thorig y col(l975).La actividad de amilasa en los geles se detectó 

,, 
de acuerdo al metodo de Ward y col(l974).La actividad de quitinasa en 

geles se detecto' de acuerdo al me'todo de Trudell y Asellin(l989).La 

actividad de proteinasa se detecto' de acuerdo al método de Ostoa-Saloma 

y col (1985)_, emp leando caseína como substrato. La actividad de este rasa 

se detecto' de manera similar al método descrito por Market y Hunter (l957) , 

empleando a-naftil-acetato como substrato y Fast Red ITR como a gente 

. , / " acoplante.Aunque no s on actividades enzimaticas se compar o el patron de 

ferroproteÍnas (Fe-prot eínas), proteínas que. contienen Fe como componente 

estructural y / o funcional de t ro fo zo!tos y quistes.Para este propo~ito 
,, ,, 

se empleo el metodo descrito por Kuo y Fridovich(l986).En general en 

algunos casos se hicieron ligeras modificaciones a los métodos de scritos 

con ob j eto de adecuarlos a las condiciones de nuestros experimentos.A 

c on tinuaci~n se descr iben brevemente los me't odos de detecc iÓn empleado s. 

/ 

Para detectar la actividad de hexokinasa,el gel se sume r gio en 30 ml de 

• ¡f I una solucion compuest a po r Tr is - HCL,0 . 2M pH 7 . 4,NADP 3x l O- ~M , gluc osa 1 . 1 

xlO- lM , l U/ml de glucosa 6- fosfato deshidr ogena sa de levadura , ~gCl2 O. Ol 

/ 
M, MTT Sxl0- 4M , ?MS l xl0- 4M , ATP lxl0- 3M . El gel se incubo a 37ºC o tempe ra-

tura ambi ente en ba ño Ma ría en la obscuridad el ti empo necesario para que 

las bandas de actividad f ueran claramente visibles . 

Para detectar la activida d de mala t o deshidr ogenasa descar~oxi lante,e~ 

gel se sumergiÓ en 30 ml de una soluc i ón de l a composici~n si gu iente: 

Tri s - HCl 0 . 2M ?H 7 . 4 , ~ADP 3xl0- 4M,á'cido maleico 0 . 03M a j usta do previa -

me nte a pH 7. 0 con Na OH O. l N, MgCl20 . 0lM , MTT 5xlü- 4M , PMS lxl0-4~1.E l gel 



se incubó a 37ºC en la obscuridad en baño Mar{a el tiempo necesario para 

la aparición de las bandas. 

,, 
Para detectar la actividad de fosfoglucomutasa el gel se sumergio en 30 

, , 
ml de solucion de la composition siguiente: Tris-HCl 0.2M,pH 7.4,NADP 

3xl0-4M,glucosa 1-Fosfato 6.6xl0-3M,0.4 U/ ml de glucosa 6-fosfato des-

hidrogenasa de levadura,MgC12 O.OlM,MTT 5xl0-4M,PMS lxl0-4M,el gel se 

incubó a 37ºC en la obscuridad en baño María el tiempo necesario para 

que las bandas de actividad fueran visibles. 

Para detectar la actividad de glucosa fosfato isomerasa el gel se sumer­

gió en 30 ml de una soluciÓn de la siguiente composició'n:Tris-HCl 0.2M 

pH 8.0,NADP 3xl0- 4M ,fructosa 6-fosfato lxl0-3M,2 U/ml de glucosa 6-fos-

fato deshidrogenasa de levadura.,MgC12 O.OlM,MTT 5xl0- 4M ,PMS l xl 0-4M. 

/ 
El gel se incubo en el con t enedor de cristal en baño Mar{a a 37ºC en 

la obscuridad el tiempo nec esario para que las bandas fuer an visibles. 

Para detectar la actividad de alcohol de shidrogenasa NADP de pendie nte 

" " . , el gel se sumergio en 30 ml de solucion de la composic i on siguiente: 

amortiguador de fosf atos O.lM pH 7 . 5,MgC12 O. Ol M,MTT 6xl0- 4M, ,PMS 

3xl0- 4M ,isopropanol 10%(v/v) , NADP 7x l 0- 4M, el ge l se inc ubo" en la obs -

curidad a 37ºC en baño Ma ría o temperatura ambiente el tiempo necesario 

para que l as bandas de actividad fue ran claramente visibles . 

Pa r a de tectar l a actividad de alcoho l deshidrogenasa SAD dependient e se 

empleó' la misma me zla de reacc i ó'n anterior excep t o que el NADP se subs -

. , " , tituyo por NAD a la misma concentracion . El gel se i ncubo en la obscur i -

dad en baño María a 37ºC el tiempo sufic i en te para que las bandas fueran 

c laramente visib les . 
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,,, 
Para detectar la actividad de amilasa el gel se sumerg i o en 100 ml de una 

solucio'n de almidón soluble al 0.1%(p/v) en amortigua• Je fosfatos 

O.lM pH 6.4,NaCl 0.015 M,azida de sodio O.OOlM a temperatura de 37°C y 

/ ,, ,, ,, 
se incubo durante 1-2 horas.Despues de la incubacion el gel se enjuago 

" " y se sumergio en una solucion de yodo 1%( p/v), yoduro de potasio 3%( p/v ) 

durante el tiempo suficiente para que el almidón no degradado se tiñera 

/ / ~ 
un i formemente.El exceso de solucion de tincion se removio por lavado del 

gel en agua destilada. 

" Para detectar la actividad de quit i na sa se preparo glicol-quitina de acue r -

do al m~todo descrito por Trudell y As e l lin ( l98 9) ,a partir de anhi-

" drido acetico y glicol-quitosana.La glicol-quitina preparada de este m-0 -

/ / 
do se incorporo en un gel de deteccion de 14xl6x0.075cm,con una concen tra-

cion de acrilamida de 7.5%,bisacrilamida 5%,conteniendo glicol quit i na 

. " 0.02%( v/v) en Tr1 s - HC l O.lM, pH 7 . 4 .Este gel de det eccion se puso en c on -

tacto directo con el ge l de poliacrílamida en el que las pro t e{nas de los 

ext ractos de quistes y tro f ozo{t os habían sido s eparadas e le c t roforet i -

camente.Se elimi na r on las burbujas de aire atrapadas ent re ambos geles 

y se presionaron e l uno con tra e l otro de manera que se asegura r ct un c or: -

/ . " 1 t a cto intimo entre ellos.Para man t ener la presion entre ellos, e sanC-..rich 

formado se metió en una bo lsa de polieti leno que conten{a una t oa lla 

húmeda . Se incubó duran te 18 horas en una es tu fa a 37ºC . Una ve z conc luí-

da la incubaciC:n e l gel de detecci· o"n se surnerg i· o~ 1 · ,/ d e 1 en una s o uc i on e ¿_ -

cof luor white M2r 0 . 01%(p / v) en tris- HCl O. SM pH 8.9 po r 6 mi nut os . E~ 

ge l de detec ció'n se saccf de la solucibn y se lavo" por incu bacio"n en a~-..la 

destilada durante una hora.Las zonas donde hubo destruccio~ de la g li c~l 

. . / ,, 
qui t ina se mostro po r zonas carentes de fluo rescencia en el gel de detecc i on . 



Para detectar la actividad de esterasa el gel se incubó en una solución 

, 
de la composicion siguiente:a-naft cetato 2xl0-3M,acetona 2%(v/v) en 

amortiguador de fosfato O.lM pH 7.5,Esta solución se preparo; fresca cada 

vez que se requirió.El volumen usado fue de 50 ml.El gel se incubó a 37ºC 

en baño María durante 1-1.5 horas.Despu~s de la incubacio~ el gel se en-

juago" con agua destilada y la actividad de esterasa se reveló' por inmer-

sión en una solución de la composicion siguiente:Fast Red ITR sal(diazo-

tato-N-N'-dietil-4-metoxianilina) 8xl0-3M,como agente acoplante en amor-

tiguador de fosfatos O.lM pH 7.3.La solució'n de Fast Red ITR se preparó 

fresca en cada ocasió'n y siempre se filtró' a traves de papel ~~atmann 
/ / 

no.l antes de usarse.La reaccion de acoplamiento se efectuo a tempera-

,, 
tura ambiente.Las bandas de actividad enzimatica se t iñeron de color ro-

jo casi inmediatamente despue'"s de difundir el Fast Red ITR dentro del ge l . 

Para detectar las activ idades de proteinasas,el gel con las proteínas 

de trofozoÍtos y quistes separadas e lectroforéticamente se incubó a tem-

/ 

peratura ambiente con una solucion de Tris-HCl O.lM pH 7 . 4 , mercap t oetanol 

0. 5%( v / v) durante 30 minutos .Entre tant o se preparó un gel de detecci~ 

de 14xl2x0 . 075cm que contenla caseína ( l mg/ml) y una conc ent rac i ~n de acr i -

lamida de 7.5% y b i sacrilamida de 5 % .~e n Tris - HC l 0 . L~ pH 7 . 4 . El gel ?Olí -

mer iz ado con la caseína s e incubó por 10 minutos en e l amo rt iguador con 

mercaptoetanol y a continuació'n se pus o en contacto direc t o con el gel 

de poliac rilami da con las pro teínas separadas electrofo rét icamen te. Se 

eliminaron las burbu jas de air e atrapadas entre ambos geles y s e presio-

na r on el uno contra e l otro de manera que s e ase gurara un contac t o {~ti -

mo entre ambos gele s . El sandwich formad o s e guar do/ en una bols a de ?Ol ie-

ti l eno que contenía una t oalla hú'meda para mantener la humedad re que r iéa 
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para que el gel no se secara.El sandwich se incubó a 37ºC durante 48 ho-

ras.Despué's d(-· ü · incubación el gel de detección se fijó en ácido tri-

cloroac~tico(TCA) 12.5%(p/v) durante 24 horas.Ahora el gel de dete cci~n 

se tiño' con una solució'n de Azul de Coummassie brillante G-250 0.25 % 

/ , 
(p/v),metanol 50%(v/v),acido acetico 10%(v/v) durante 24 horas y s e des-

tiño/ en una soluci~n de ácido ac~tico al 7% (v/v) ,metanol 5%(v/v).Las 

bandas con actividad proteol{tica se detectaron como zonas no teñidas 

por el azul de Coummassie sobre un fondo azul uniforme. 

La presencia de Fe-prote í nas se detecto' mediante el uso de un amortigua-

dor de electrof or~sis diferente del empleado en el caso de las otras 

/ , / 

electroforesis. La composicion de este fue Tris 5mM,glicina 38 mM ,pH 8.3. 

El ex tracto de la mues tra para la corrida e l ectrof or~ti ca se utili zó sin 

la adició'n de azul de bromofenol.Este corri; en un carr{l para l e lo.Una 

/ / , 
vez concluida la electroforesis e l gel se incubo en una solucion de 

I / 

acetato de sodio O.lM pH 5.0 durante 30 mi nu t os ,a continuacion s e i ncubo 

en una soluciori re ci~n preparada de ; ci do 3 ,5 diamino benzoi co 80 mM , 

I 

convertido al dihidroc l oru ro mediante l a a dicion de HCL O.lN,en amorti -

guador de aceta tos 0 .1 M pH 5 . 0 c on teni endo per~xido de hid r ¿g eno 80 mM 

I durante 30 minut os a 37°C en la obscuridad . Las ferropro teina s se re vela -

r on como ba nda s de colo r caf¡ ob s curo s obre un fondo cafi ma~ claro . 

En todos lo s casos excepto para la a c tividad de qui tinasa los geles te-

/ 

ñidos s e fotografiaron inme dia tamente empl eando transiluminacion s obre 

un nega t os cop i o . En el caso de la ac tividad de quitinasa l os geles se 

I / 

fotografi aron empleando iluminacion f r on t al a par t ir de una lampara de 

luz ultraviolet a de onda cor ta. 



IV.RESULTADOS. 

El proceso de diferenciaci6n de la amiba mediante el cual el trofozoÍto 

se transforma en quiste es un proceso complejo,el trofozo{to muestra 

cambios en su movilidad y metabolismo,se forma una pared celu l ar resis-

tente que lo cubre en su totalidad y que le permite resistir cambios 

bruscos en la presio"n osmbtica del medio que lo rodea.La mayor parte de 

estos cambios se debe seguramente a que durante el proceso de diferencia-

/ / , 
cion de la celula vegetativa la transcripcion de diversos genes se apaga 

mientras que en otros se enciende. 

Un enfoque experimental que puede ayudar a hacer el estudio del proceso 

de diferenciació'n de la amiba es el estudio de aqu:l los genes cuya trans-

/ . / 
cripcion se enciende o se apaga durante la diferenciacion . Entre las pro-

teÍnas codificadas por los genes que se encienden o se apagan,las enzimas 

/ / 
pueden estudiarse sigui endo la aparicion o de saparicion de sus co rrespon-

/ 

dientes activi dades en z imÍ ticas. La medicion directa de la actividad enzi-

mÍtica de cada una de l as enzimas candidatas es dif{cil y podr{a no re -

velar el que a~n sin camb i os en la actividad to tal de estas se produ j er an 

cambios en los patrones de isoe nz 1mas que co rresponden a cada ac tividad 

enz imática. De acuerdo con lo anteri or es necesa rio un enfoque p ra~tic o 

/ 

que permita la identificacion de aquel las enzimas en las que se prod uzcan 

cambios , ya sea por aparición o desaparición de la ac tividad enzimÍtica 

, 
o bie n po r cambios en la poblacion de i soen zimas responsables de a ac -

tividad enzimatica en cues tio~.El e studio de la distribuci~n electro f o-

/ "' / retica de las bandas de prot einas con actividades enz imatica s relaciona -

das co n las diferentes áreas del metabolismo es una forma prfctica de 
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de abordar este problema.De acuerdo con lo anterior se estudicf la distri-

buciÓn electroforé'tica comparativa entre trofozoúo quistes de las si-

guientes actividades enzimáticas:de las vías metabólicas asociadas con el 

metabolismo de los carbohidratos se estudiaron las enzimas hexokinasa, 

glucosa fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa,malato deshidrogenasa desear-

boxilante,amilasa y quitinasa.De las enzimas hidrolÍticas inespec{ficas 

se estudiaron las esterasas y las proteinasas.Respecto a las enz{mas 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 investigacion la deteccion de las bandas de f erroprote na que 

son proteínas que entre otras funciones participan en el met abolismo de 

los trofozo{tos acarreando electrones en condiciones anaerobia s como lo 

hacen las ferredoxinas,aun cuando :stas no son propiamente en zimas. 

Como este enfoque experimental es comparativo,una de las caracterís ticas 

más i mpo rtantes que se de ben mantener es que las c~lulas que se uti licen 

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

renciacidn:trofozoÍto o quiste.Es decir , que lo s tr ofo zo{tos es te n cr e cien, 

/ . 
do activamente do nde l as condiciones sean op t imas para el cr ecimie n t o ve -

getati \·o para que la po blac ió'n de trofozo{t os sea lo mas 
/ 

hornogenea po s i -

" / ble. De manera simi la r, lapoblac i ón de quistes de be ser lo mas homogenea 

posible respecto a su e s tadio de dife r enciaci ~n v a l a pure za del tipo 

/ 

de ce lulas. De acuerdo con lo an t e rior . se buscaron las condiciones de ere -

c i miento vegetativo y en quis t amien to mfs ade cuadas para este f ín.En los 

exp er iment os que s e reportan los qu i stes se ob tuvieron mediante la di ~e -

renci ac ión de trofozoÍtos empleando el medio LGM que es un medio que ca-



, 
rece de glucosa en comparacion con el medio TYI-S-33 que es el medio de 

crecimiento de los trofozoÍtos . __ e estímulo de diferenciación por depre-

, 
sion de los niveles de glucosa es una señal que afecta el metabolismo de l 

{ / , 
trofozo to y activa el proceso de diferenciacion.(Vazquez de Lara y Arro-

yo,1984 ) .La població'n de trofozo!tos que se obtuvo fué muy homogénea 

debido a que los trof ozoÍtos no enquistan espontáneamente en el medio de 

crecimiento TYI-S-33.En ios experimentos que se reportan se empleó 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 ésta
1
lo cual permite su deteccic:ri.Este es un cr i terio adecuad o 

, / 

de diferenciacion puesto que la formacion de pared celular es un razgo 

/ 

esencial de la formacion del quiste,ya que al ser iluminada la población 

, 
de celulas enquistantes con la luz ultravioleta los quistes pueden distin-

guirse fÍcilmente de los trof ozoÍtos porque mue s tran un halo az ul producto 

de la fluorescencia del complejo Calcofluor-quitina en la pared del quis -

te.En contraste1 los trofo zo{tos permanec en s in teñir ya que carecen de 

pared celular.En general
1
en los experimentos de en quistamient o se ob t u -

vieron poblaciones celulare s c on predominanc ia de quistes . Los quiste s se 

purificaron po r sedimen t a ci;n diferencial en grad ientes de Pe~coll.En el 

gr adi e nte de percoll los trofozoi tos mi gr an al fond o del tub o mient ras 

que l os quistes permane ce n en s uspensión en la zona del gradien te ent re 

30- 50% de Percol l. En la tabla II se muestran las carac t erísticas de las 

poblaciones celulare s empl eadas . El porce n t a j e de en quis t amien t o de les 

cultivos de!· invadens IP- 1 f ue de 75- 85% , a juzgar po r las ceÍulas 

Calcofluor positivas obse r vadas . Después de la puríficacio~ de estas 

lulas en e l gradiente de Perc oll l a _población de células Calc ofluo r 

, 
~e -

tivas se increment; a más de 90% .En los expe riment os que se rep ort an s o-
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Tabla !!.Porcentaje de enquistamiento y purificación de quistes de 

E. invadens Tl' -:J,_. 

Ce lulas Ce lulas % quistes % quistes 
Calcofluor Calcofluor antes de la despues de la 

No de amibas positivas negativas purificación purificación 
(quistes ( trofozoítos en Percoll en Percoll. 

del lote contados) contados). 

18xl06 1107 36 36/1107 (96%) 
/ 

mas de 96 % 

400xl06 1184 209 209/1652(82%) * 

252xl06 2133 264 264/2133(88%) * 

102xl06 913 462 462/913(50%) No incluida en 
la e_lectrof oresis 

250xl06 468 49 49/468(90 %) * 

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

TYI-S-33 sin gluc osa,los quistes producidos mediante este proc ed imiento 

se cuantificaron mediante su estimación en el microscop io de fluores-

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

pararon de los trofo zo í tos mediant e centr ifuga ción difere ncial como 

se describe en Materiales y Mét odos.*.No determina do . 
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,, 
lo se emplearon aquellos cultivos con porcentajes de enquistamiento 70% 

o ma yores. Esto con objeto de asegur ar una población lo más homogé'neá ¡: .. :., -

sible en respecto a su e s tadio de diferenciacio'ñ.Solo los cultivos en 

crecimiento activo enquistaron en alto porcentaje.El empleo de nitro: 

ge no líquido como refrigerante para el almacenaje de las c:lulas o sus 

ex tractos permitió preservar la actividad de las enzimas ensayada s e n 

~ptimas condiciones.Se trato/en lo posible de someter el extracto de 

quistes y trofozoítos a un proceso de extracción i gua l para minimizar 

diferencias producidas por manipu l ación.El sistema de electrof ore s is que 

/ 
s e e mpleo usando geles de poliacri lamida tiene ven taj as con re spe c t o a 

lo s geles de almid~n 1 t anto en ter mino s de tiempo de electroforesis como 

r es pe c to al calentamien t o de los ge l es durante la ele c troforesis de las 

enz Í mas.Para la electroforesis el con t enido de proteína de lo s lo tes de 

pr o t e fna empleados f ueron : 1 250 µg/ml de ext ra c to de tro fozo í to s y de 

700 pg/ml de extracto de quls te. La can t idad de pro t e{na po r ml en l os 

extrac tos de quiste s fu e meno r siempre que la cantidad de pr ot e ína en 

los ex tr a c tos de l os t rofozoítos . Sin embar go 1 se asegur ó que la can t idad 

t otal de proteína en las mue st r as pa r a elec t roforesis de ext r actos de 

qu istes y t r ofozoí t os fuera la misma . 

,1 / ; ~ 
En la figu r a 2 s e muestra el patron elPctroforet ico en acrilamida al 7 . 5~ 

de las proteínas de los trofozoÍtos y quistes de E.invadens IP-1 te ñ ido 

para l a actividad de hexokinasa.Los carriles ma rcados con la letra Q 

corresponden a carri les donde corrieron los extractos de quis te s.Los ca -

rriles marcados con la l e t ra T corres ponden a carriles donde corrieron los 

los ex tractos de tro fozoÍ tos . Tanto en los trofozo{tos como en l os qui stes 

s e pudo det ec t ar la actividad de hexokinasa.La zona de actividad de la 

hexokinasa se obse r vó localizada en la región media del gel.En el ca r ril 



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

centración final de acrilamida donde se corrieron electroforéticamente 

extractos de trofozoítos y quistes de E.invadens IP-1.Las muest ras corrie-

ron lado a lado con objeto de minimizar va riaciones cada carril tuvo canti-

dades iguales de proteína (SO µg).Los geles se sumergieron en una solución 

de 30 ml compuesta de Tris-HCl 0 . 2M pH 7.4,NADP 3xl0-4M,glucosa l . lxlO- lM 

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura lU/ml , MgCl20 . 0lM ,MTT 5xl0- 4M, 

ATP lxl0- 3M ,con objeto de revelar la activ idad de :a enzima hexokinasa. 

El gel se incu~Ó a temperatura ambiente en la obscuridad el tiempo sufí -

ciente para que las banda s fueran claramente visib l es. Abrev iaturas T.t rofo -

zoÍ t o . Q. quis te. 
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De los trofozoítos se tiñeron 3 bandas de actividad con Rf de 0.46,0.50, 

y 0.5 4 .En los carriles donde migró el e x tracto correspondiente a los quis-

te s se detectaron las mismas bandas de actividad.Debido a que la sobre~ 

tinción fue un problema frecuente,los geles so~se tiñeron 5-10 minutos 

a temperatura ambiente para obtener detecciones enzimáticas satisfactorias 

de hexokinasa. 

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

para detectar la actividad de la enzima glucosa fosfato isomerasa.Los carri-

les marcados con la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteínas 

del extracto de quistes,los carriles marcados con la letra T corresponden a 

carriles donde corrieron proteínas del extracto de trofozoítos.Tanto en 

quistes como en trofozoítos se detectó la actividad de glucosa fosfato iso-

, 
merasa en una sola banda de actividad con idéntico patron de migración e 

intensidad de tinción .La enzima migró relativamente poco en el gel y tuvo 

un Rf de 0.14. 

La fi gura 4 muestra un gel de poliacrilamida al 7.5 % que se tiñó para la 

actividad de malato deshidrogenasa descarboxilante.Los carriles marcados 

con la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteínas del extracto 

de qui s tes,mientras los carriles marcados con la letra T corresponden a 

carriles donde corrieron proteínas con el extracto de trofozoíto s . 

La actividad de malato deshidrogenasa se tiño como una banda teñida tenue-

mente con un Rf de 0.16.Esta banda estuvo presente tanto en quistes como en 

trofozoítos y fue idéntica en intensidad y migración dentro del gel. 

En la figura 5 se muestra un gel de poliacrilamida que se tiño para detec-

tar la actividad de fosfoglucomutasa,los carriles marcados con la 

letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteínas del extracto 

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



71 

Figura 3.Fotograf{a que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5 % de con 

centraci~n final de acrilamida donde corrieron electroforéticamente ex-

tractos de trofozoÍtos 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 proteína(SOpg).Los geles se sumergieron en 30 ml de la 

solución compuesta por Tris-HCl 0.7-M pH 8.0,NADP 3xl0-4M,fructosa 6-fosfa-

to lxl0-4M, 2 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura,MgC1 2 

O.OlM,MTT 5xl0-4M,PMS lxl0-4M.Con objeto de revelar la actividad de la 

/ 

enzima glucosa fosfato isomera~~ .El gel se incubo a 37ºC en la obscuridád 

el tiempo suf iciente para que las bandas de actividad fueran claramente 

visibles.Abreviaturas.T.trofozo{to.Q.quiste. 
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Figura 4.Fotografía que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen­

tración final de acrilamida donde corrieron electroforfticamente extractos 

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

lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carríl tuvo cantidades iguales 

de proteÍna(50pg).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solucio~ compues­

ta de Tris-HCl 0.2M pH 7.4,NADP 3xl0-4M,a'°cido maleico 0.03M ajustad previa­

mente a pH 7.0 con NaOH O.lN,MgCl20.0lM,MTT 5x l0-4M,PMS lxl0-4M.,con objeto 

de revelar la actividad de la enzima malato deshidrogenasa descarboxilante. 

El gel se incubo' a 37ºC 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 5.Fotograf{a que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen­

tració'n final de acrilamida donde se corrie~on electrofor/ticamente 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 proteína(50ug).Los geles se incubaron en 30 ml de una solución com­

puesta de Tris-HCl 0.2M pH 7.4,NADP 3xl0-4M,glucosa 1-fosfato 6.6xl0-3M, 

0.4 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de levadura,MgCl20.0lM,MTT 

5xl0-4M,PMS,lxl0-4M.,con objeto de detectar las bandas con actividad de 

fosfoglucomutas a .El gel se incubó en la obscurida d a 37ºC el tiempo sufi­

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

T.Trofozo{to.Q.quiste. 
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carriles donde corrieron las proteínas del extracto de trofozoítos.La tin­

ción para esta actividad reveló escasa actividad enzimática.La enzima tuvo 

un Rf de 0.15. La actividad enzimática fue identica en trofozoítos y quistes 

en términos de su migración electroforética e intensidad. 

La figura 6 muestra un gel de poliacrilamida que se tiñó para la actividad 

de alcohol deshidrogenasa NADP dependiente.Los carriles marcados con Q 

corresponden a carriles donde migraron las proteínas del extracto de quistes. 

Los carriles marcados con la letra T corresponden a carriles donde migra­

ron proteínas del extracto de trofozoítos.Tanto en trofozoítos como en 

quistes se pudo detectar una zona muy evidente de actividad de alcohol 

deshidrogenasa NADP dependiente que migró en la región media del gel con Rf 

de 0.43.Esta banda fue idéntica tanto respecto a su patrón de migración 

como a su intensidad en trofozoítos y quistes.Debido a la actividad de la 

enzima,la sobretinción fué un problema frecuente. 5-10 minutos de incubación 

a temperatura ambiente o 37ºC con el sistema detector de la enzima fue 

suficiente. 

En la figura 7 se muestra un gel de poliacrilamida que se tiñó para la acti­

vidad de alcohol deshidrogenasa NAD dependiente,los carriles marcados con 

la letra Q corresponden a carriles donde corrieron proteínas del ex tracto 

de quistes.tos carriles marcados con la letra T corresponden a carriles 

donde corrieron proteínas del ex tracto de trofozoítos.Se detectó tanto en 

quistes como en trofozoítos una sola banda de actividad que migró en la re­

gión media del gel con Rf de 0.40.Esta banda fue idéntica en ambas prepara-

ciones. 

77 

En la figura 8 se muestra un gel de poliacrilamida que se tiñó para la actividad 

de amil~sa,los carriles marcados con la letra Q corresponden a los carriles 

donde corrieron las proteínas con el extracto de quistes.Los carriles con 



78 

Figura 6.Fotograf{a que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-

traciÓn final de acrilamida donde corrieron electroforeticamente extractos de 

,, 
trofozo1tos 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(SOpg).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solucion compuesta 

de amortiguador de fosfato O.lM pH 7.5,MgC120.0lM,MTT 6xl0-4M,PMS 3xl0-4M 

Jsopropanol 10%(v/v),NADP 7xl0-4M.,con objeto de revelar la actividad de la 

enzima alcohol deshidro~enasa 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.trofozo{to.Q.quiste. 
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Figura 7.Fotografía que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5 % de concen­

tración final de acrilamida donde se corrieron electroforeticamente extrac­

tos de trofozoítos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestra s corrieron lado 

a lado con objeto de minimizar variaciones,cada carril tuvo cantidades igua­

les de proteinas(SOug).Los geles se sumergieron en 30 ml de una solución 

compuesta de amortiguador de fosfatos O.lM pH 7.5,MgC120.0lM,MTT 6xl0-4M, 

PMS 3xl0-4M,isopropanol 10%(v/v),NAD 7x l0-4M,con objeto de revelar la acti­

vidad de la enzima alcohol deshidrogenasa NAD dependien te.El gel se incubó 

a 37ºC el tiempo suficiente para que las bandas de actividad fueran clara­

mente visibles.Abreviaturas . T.trofozoito.Q .quiste . 
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Figura 8.Fotograf{a que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5% de concen-

traci~n final de acrilamida donde se corrieron electroforeticamente extrae-

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 

iguales de prote{na (100 pg).Los geles se sumergieron en una soluci~n de 

100 ml compuesta de amortiguador de fosfatos O.lM pH 6.4,NaCl O.OlSM,azida 

/ 

de sodio O.OOlM,almidon soluble al 0.1%(p/v),durante 1-2 horas a 37°C .Para 

revelar la actividad de la enz írna arnilasa los geles se lavaron e incubaron 

en una solución de yo do 1%(p/v)-yoduro de potasio 3%(p/v).Los geles se l a -

varon hasta que las bandas de actividad fueran claramente v isibles por tin-

ció'n negativa.Abreviaturas.T.trofozoíto.Q.quíste. 
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la letra T corresponden a aquellos donde corrieron proteínas del extracto 

de trofozoftos.Se detectaron 5 variantes electroforéticas de las amilasas en 

los trofozoítos con Rf de 0.30,0.37,0.54,0.61,0.66.Las diferentes bandas 

se identificaron con los números romanos del 1-V.La amilasa I fue la que 

migró menos en el sistema de electroforesis.Esta banda presentó una actividad 

mayor que las restantes isoenzimas que se separaron.En los carriles donde 

corrieron las proteínas del extracto de quistes se detectó un conjunto de 

isoenzimas de amilasa similar,sín embargo hubo caracteristicas distintivas. 

La amilasa I tuvo menor actividad a juzgar por el halo de hidrólisis,las 

amilasas 1,11 y V fueron idénticas tanto en trofozoítos como en quistes 

respecto a su Rf y halo de hidrólisis.En cambio las amilasas 111 y IV se 

encontraron seriamente deprimidas en los extractos de quistes y su actividad 

no fue detectable en nuestras condiciones de ensayo,señalando diferencias 

entre el patrón isoenzimatico de los quistes y de los trofozoítos. 

En la figura 9 se muestra un gel de poliacrilamida que se tiño para la 

actividad de quitinasa,los carriles marcados con la letra Q corresponden 

a aquellas regiones del gel de detección que estuvieron en contacto directo 

con los carriles del gel donde corrieron las proteína s del ex tracto de quistes. 

/ 
Los carriles marcados con T corresponde a re giones del gel de deteccion que 

estuvo en contacto directo con los carriles del gel donde corrió el ex tracto 

de trofozoítos.Se detectó una banda de actividad de quitinasa bien definida 

en los extractos de quistes que migró más allá de la región media del gel 

de detección y algunas otras bandas de actividad de quitinasa no bien definidas. 

El Rf de la banda más importante fue 0.60.En cambio en los carriles donde 

corrieron las proteínas del extracto de trofozoitos la actividad de quitinasa fue 
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Figura 9.Fotografía que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concentra-

ciÓn final de acrilamida conteniendo glicol-quitina 0.02 %(v/v),Tris-HC1 0.1 

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

7.5% de concentraci~n final de acrilamida donde corrieron electrofor:ticamen-

te ex tractos de trofozoftos y quistes de E.invadens IP-1.Las muestras corrieron 

lado a lado con objeto de minimi za r variaciones.Cada carril tuvo cantidades 

iguales de prote{na(lOO pg) .El gel de detección estuvo en contacto directo 

co el gel con las proteínas separadas de E.invaden s durante 18 h a 37 ºC . 

dentro de una bolsa de polietileno en condicione s hu~edas.La actividad de la 

en z ima quitinasa en el gel de prueba se dete c tó'median te su incubación en una 

soluciÓn de Ca lcofluor White M2r 0.01 %(p/v) en Tri s - HC l 0.5M pH 8.9 durante 

6 minuto s y se en j uagó' en a gua destilada durante una hora.Los geles se ilu-

minaron con luz UV.Las zonas de actividad de quitinasa fueron aqu~llas 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 quístes y trofozoítos. 

En la figura 10 se muestra un gel de detección que se tiñó para la actividad 

de proteinasas.los carriles marcados con la letra Q corresponden a regiones 

del gel de detección que estuvieron en contacto directo con los carriles 

donde corrieron las proteínas del ex tracto de quistes.Los carriles marcados 

con la letra T corresponden a regiones del gel de detección que estuvieron 

en contacto directo con los carriles donde corrieron las proteínas del 

extracto de trofozoítos.En los carriles de los trofozoítos se pudieron 

detectar 3 proteinasas.Las diferentes bandas se identificaron con los números 

romanos 1-111.Estas bandas mostraron los siguientes valores de Rf,0. 29,0.48 , 

/ 

0.64 .. La proteinasa 11 con mov ilidad electroforetica intermedia fue la 

de mayor actividad proteolítica.En contraste con la intensa actividad 

proteolítica de los ex tractos de los trofozoítos,los extractos de quiste s 

pre s entaron una actividad proteolítica difícilmente detectable indicando di-

feren c ia s estadio específicas. 

En la f i gura 11 se muestra un gel de poliacrilamida que se tiño para la 

activ idad de esterasa,los carriles marcado s con la letra Q corresponden a 

aquellos donde corrieron proteína s del ex tracto de quistes.Los carriles 

ma rcados con la letra T corresponden a aquellos donde corrieron proteína s 

del ex tracto de trofozoítos.Se detectaron tanto en los quistes como en los 

trofozoítos dos bandas de actividad intensa de esterasa.Las bandas se iden-

tificaron con los números romanos l y 11.La esterasa 1 tuvo un Rf de 0.34 

y la esterasa 11 tuvo un Rf de 0.65.Ambas esterasas estuvieron presentes 

tanto en trofozoÍtos como en quistes y fueron idénticas.En los carriles de 

los trofozo{tos se notó la presencia de algunas bandas con actividad de 

esterasa de menor intensidad~en los carriles de los quistes no se pudieron 



88 

Figura 10.Fotograf{a que muestra un gel de poliacrilamida al 7.5% de concen-

traciÓn final de acrilamida conteniendo case{na lmg/ml en tris-HCl O.lM 

pH 7.4 e incubada previamente 30 minutos en buffer de la misma formulación 

conteniendo mercaptoetanol 0.5 %(v/v)que estuvo en contacto directo con un gel 

de poliacrilamida de 7.5 % de concentración final de acrilamida donde corrieron 

/ / 
electroforeticamente extractos de trofozo1tos y quistes de E.invadens IP-1. 

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

Cada carr il tuvo cantidades iguales de proteína(lOOpg) .El gel de deteccio~ 

estuvo en contacto directo con el gel con las prote{nas separadas de trofozoí-

tos y quistes de E.invadens durante 48 h a 37ºC.Después de la incubaci;n el 

gel de detecciÓn se fijo/ en TCA y se tiño/ con azul de Coummassie brillante. 

Las zonas de actividad de las enz imas proteol{ticas se detectaron como zonas 

blancas sobre un fondo azul de proteína intacta.Abreviaturas.T.trofozoíto , 

Q.quiste. 
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Figura 11.Fotografía que muestra un gel de poliacrilamida de 7.5 % de concen-

/ / 

tracion final de acrilamida donde corrieron electrof oreticamente los extrae-

tos de trofozo~os y quistes de E.invadens lP-1.Las muestras corrieron lado 

a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades igua les 

de proteÍna(lOOpg).Los geles se sumergieron en una solución de 50 ml compuesta 

de a-naft{l acetato 2xl 0-3M,acetona 2%(v/v),en amortiguador de fosfato O.lM 

pH 7.5 durante 1-1.5 ha 37ºC.La actividad de l a enzima esteras a se reveló 

por el lava do del gel e inmersión de é'ste en una solucio~ de Fast Red ITR 

sal 8xl0- 3M ,en amortiguador de fosfatos O.lM pH 7.3.Los geles se incubaron 

en esta soluci~n a temperatura arnbiente hasta que las bandas fueron claramen-

te v isibles. Abrev iaturas .T.trofozo{to. Q.qu{ste . 
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identificar estas bandas. 

La figura 12 muestra un gel de poliacrilamida que se tiñ6 para detectar 

las ferroproteÍnas de E.invaden s IP-1,los carrile s marcados con la letra 

Q corresponden a carriles donde migraron las proteínas del extracto de 

quistes.Los carriles marcados con la letra T corresponden a carriles 

donde corrieron ex tractos de trofozoítos.Se detect6 tant o en los quistes 

como en los trofozoítos dos bandas de ferroprote{nas que se tiñeron 

d;bilmente.Las bandas se identificaron con los números romanos 1 y 11. 

En los trofozoítos las bandas mostraron mayor intensidad.La banda de la 

Fe- proteína l exhibi6 un Rf de 0.25 . La Banda de la Fe-proteína 11 

migr6 con el frente del gel en la corrida electroforética.No se detectaron 

diferencias entre el patr6n electroforético de quistes y trofo zoítos para 

estas proteínas . 

92 



Figura 12.Fotograf{a que muestra un gel de ~oliacrilamida al 7.5 % de concen­

tración final de acrilamida donde corrieron electrofor{ticamente los extrac­

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

93 

a lado con objeto de minimizar variaciones.Cada carril tuvo cantidades iguales 

de proteína(lOO pg).Los geles se sumergieron en una solucion de acetato de 

sodio O.lM pH 5.0 durante 30 minutos y luego en una solució'n recién prepara­

da de ;cido 3,5 diaminobenzoico 80mM en amortiguador de acetatos O.lM pH 5.0 

los geles se incubaron a 35ºC en la obscuridad el tiempo suficiente para que 

las banda s de ferroproteinas fuerrtn claramente v i s ibl~s.Abreviarur~s. 

T.trofozoÚo. Q.quiste. 
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V) DISCUSION. 

El estudio de isoenzimas en los estadios de trofozoÍto y quiste dentro 

del ciclo de vida del par;sito E.invadens dio/ resultados que sugieren 

que durante la dif erenciaciÓn de la amiba existe modif icaciÓn de los 

patrones de isoenzÍmas y probablemente de las actividades enzimÍticas 

,. / ,,. 
en algunas areas del metabolismo del parasito mientras que en otras areas 

,,. / íí no se registro variacion.Se analizaron algunas enz mas que participan 

en el metabolismo de los carbohidratos y no se encontró variación en 

la intensidad de actividad enzimttica o en el nómero de isoenzimas o en 

el patrón electrofor~tico de las enzimas glucolÍticas hexokinasa,glucosa 

fosfato isomerasa,fosfoglucomutasa y malato deshidrogenasa cuyos patrones 

de corrimiento electroforético resultaron idé'nticos en preparaciones 

tanto de trofo zo!tos ·como de quistes.De los pasos finales de la vía de 

la de gradación de la glucosa se estudiaron las en z imas alcohol deshidro-

genasa NADP dependiente y alcohol deshidrogenasa NAD dependiente.Los re-

sultados obtenidos en lo s experimentos que se reportan no re f lejan di f e-

. 1 / " / rencias en e patron de migracion o número de is oenzimas de los trofozoi-

. . ,. 
t os y l os quis tes lo que indica que probablemen te no hay variacion de e s t as 

en z imas durante el enquistamiento.Toma dos en conjunto e s tos result ados 

/ ' I sugieren que al menos en terminos cualita tivos las enzimas de l a gluc o-

/ 
lisis de E. invadens permanecen sin modificacion durante el enquistamiento. 

Sin embargo las isoenzímas con actividad de amilasa mostraron modificaciones 

1 ,,. 1 f /, f ,, . s evidentes en e patron e ectro oretico entre tro ozoitos y quistes. e 

observo/una desapariciÓn detectable, bajo las condiciones de ensayo que 

reportamos,én los quistes de . dos de las cinco isoenzimas presentes en los 
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trofozoítos.Anteriormente se han descrit o amilasas en trofozoítos de E. 

pis_!:olytica y E.invadens (Werries y Nebinger,1984,Werries y Müller,1986). 

Estas enzimas j ue gan un papel muy importante en la nutrición de los trofo-

zoítos en un medio donde el almidón es ampliamente disponible a partir de 

/' la dieta del huesped y es acumulado por los trofo zoítos.Se ha descrito la 

exo cit~sis de amilasas en E.histolytica(Müller y col. ,1988),lo que sugiere 

que al menos algunas amilasas del parásito tienen el papel de hidrolizar 

el almidón externamente y hacer la glucosa accesible al trofozoíto.Inter-

pretamos los resultados obtenidos sugiriendo que en el quiste las amilasas 

no identificables pudieran ser amilasa s e xportables que disminuyen sus 

niveles o cuya síntesis 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 e s tudio comparativo de quitinasas de trofo zo ítos y 

quistes de E.invadens muestran datos que sugieren un notable incrementd 

y/o aparición de qui tinasa no detectab l e en l os trofozo ítos bajo las 

condiciones de ensayo empleadas . En ambos ,trofozo ít os y quistes ,se detectó 

activ i da d de quitinasa . Sin embargo bajo las mismas condic i ones experimenta le s 

la qui t inasa presente en lo s e x trac t os de quistes fue más activa que en 

los trof ozo ítos sobre el s ubs trato glicol- qui tina . Interpretamos estos 

re s ultado s como un incremento de la actividad o sínte s i s de quitinasa 

asociada con el proceso de enquistamiento.Durante el enquistamiento es 

probable que exista un aumento de la síntesis 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- aparición de una importante actividad de 



quitinasa de los trofozoítos enquistantes(Ramírez-Rojas y Arro yo,198 2). 

El pat r ón de qui tinasas detectable en los geles de polia crilarn id a e s com­

patible con esta observación. 

Estudiamos do s actividades hidrolíticas inespecíficas : La actividad de 

esterasa y la actividad de proteinasa de los extractos de quistes de 

trofozoítos y quistes de E.invadens.Las proteinasas han sido descritas 

corno factore s de virulencia de los trofo zoítos de E.histolytica(Hidalgo y 

col,1990) .Encontramos resultados que sugieren una disminución notable de 

la activida d proteolítica sobre ca s eína de los quistes en relación a lo s 

tro fo zoítos . La s áre as de hidróli s i s sobre el gel de prueba as{ lo indican. 

Interpretamos estos re sult a dos como un ajus te estadio específico de l a 

síntesis de proteinasas .El quiste pudiera disminuir la producción de protei­

na s a s probablemente de b ido a que no se alimenta en e s te período de l a tenc i a . 

Las prot e inasas sirven al trofozoíto para obtener proteína s y aminoácidos 

que emplea para la cons truc c ión de sus enzirnas ,toxinas y proteínas es­

t ruc turales . La disminución de su s íntes i s pudie r a r eflejar l a disminución 

del me t abol i smo del qui s te. Previament e se ha asoc i ado la ac tiv ida d prote o­

l í tica con la viru l enc ia de los t rofozo í tos de En t arnoeba . (Ga dash i y col ., 

1983a ,1983b,Muñoz y c ol, 1 98~ , Hi da lgo y col ., 1990) . Sugerirnos que l a a ct ividad 

pro te olítica puede s e r t amb ién un marca dor e s t a dio e s pecífico. 

En nuestro e s tudio compara tivo de l a s estera s as de los trofo zoítos y qui s te s 

de ~ invadens se encontraron re s ultados que indican que las esteras a s 

principales,a juzgar por el grado de actividad que presentaron,fueron 

similares en patrón de migración y número en trofozoíto s y quistes.Dos 

esterasa s principalmente,las cuales estuvieron presentes tanto en trofo zoí­

tos como en quistes.Detectamos Únicamente variaciones menores debido a 

esterasas con actividad débil hacia el sub s trato a-naftil acetato pre-
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sentes en los trofozoítos 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 característica común de 

ser liberadas al medio por los trofozoítos mediante el proceso de exoc itdsis 

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

en el estadio de quiste donde se presume existe una menor actividad metabó-

lica. 

Pudimos detectar Fe-proteínas en trofozoítos y quistes de E.invadens,un re-

sultado que preveiamos puesto que el Fe es un metabolito importante para lo s 

trofozoítos de Entamoeba.No pudimos establecer diferencias estadio específicas 

en este tipo de proteínas,algunas de las cuales se han asociado al metabolismo 

respiratorio de la s amibas(McLaughley y Aley,1985).De la s do s Fe-proteínas 

que detectamos ambas parecen estar presentes en quistes y trofozoítos .Es 

posible que al menos alguna de las dos bandas de Fe - proteína pudiera ser 

ferredo xina debido a su abundancia en lo s trofozoíto s (Reeves y col.,1980). 



VI.CONCLUSIONES. 

Se encontraron diferencias estadio espec!ficas en isoenzimas de la amilasa, 

quitinasa, proteinasa y estera sa pe r o no en la s en z ima s he xokinasa , 

glucosa fosfato isomerasa,malato deshidrogenasa,fosfoglucomutasa,alcohol 

deshidrogenasa NADP,alcohol deshidrogenasa NAD dependiente y Fe-prote!nas 

de trofozo!tos y de quistes de E.invadens IP-1.Este reporte es la primera 

descripción de un estudio comparativo de isoenzimas de trofozoítos y de 

quistes en Entamoeba,asi como también es la primera descripción de tinción 

en geles de poliacrilarnida de las isoen zimas de esterasa,amilasa,alcohol 

deshidroge nasa NAD y NADP dependientes,quitinasa y proteinasa bajo condi­

ci ones no desnaturali zan tes y Fe-proteínas en Entamoe ba .Pen sarnos que esta 

metodología que empleamos es mu y conveniente y pudiera usarse para establecer 

que partes del metabolismo se modifican durante el proceso de enquistamiento 

en Entamoeba . 

Estudios cuan titativos de l a actividad en z imática e spec í f ica en trof ozo ít os 

y qui s te s en el tubo de ensayo pu dieran ser Útile s par a mos tra r un pan or ama 

má s exac t o de lo que ocurre con la s a c tividade s en z imáticas que hemos 

an a li zado . 
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