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INTRODUCCTION

Los difenentes niveles de viulencda en E. Histolytica pueden ser determinados
An vivo e in vitro. Los primeros cuando una persona presenta el cuadro nosofs-
aico de La amibiasis {12 y 15), y su invasividad a 6rganos como higado, cere~
bro, ete.; facilitdndose el desarrollo del absc.£o hepltico amibiano (25) o de
La amibiasis cutdnea {5 y 20), ete.; asl como «:cendmentalmente en andmales de
Laboratonio, 8a inoculacibn intrahepdtica de amibas puede inducirn al absceso -~
hepdtico amibiano (2, 7, 11 y 14}, Sin embange, fa presencia de E. Histolytica
en el {ndestino no siempre es indicativa de enfeumedad, ya que este protozoarnio
Llene compontamiento diferente frente al hubsped, haciéndonos suponer que exis-
ten diferentes grados de virubencia, o bien que existe una relacibn huésped pa-
rdsito predominantemente (10, 11 y 12).

In vitho puede determinanse £a capacidad dnvasona de E. Histolytica midiendo -
pardmetnos como don fagocitosis, adhenencia, zimodemos {13), asi como Llevando
a cabo estudios de {incoaporacifn de timidina,. investigando La capacidad para -
estimuban La sintesis de ADN, en céeulas CHO nclaclonando- este hecho con vinu-
Lencia, en donde £os nesultados af utilizarn diferentes cepas de E. Histolytica
Andicaron que habla una refacibn entre Los varios niveles de viwlencda y ce-

pas.

Thatando de dar una explicacibn al diferente compontamiento que presenta este
protozoarnio frente al hubsped, suponemos que La constitucibn.genética de €ste
tiene un papel nefevante en el cual fas amibas han sufrido cambios que se mandi
fiestan en fowma importante, ya que unas tienen capacidad de producir enfeame-
dad y constituir un problema de salud importante en nuestro medio y otros se -



?
focalizan en pacientes poatadones asintomiticos en donde ef protozoario ha per

dido su capacidad invasona.

En este trabajo nos propusimos demostrar en E. Histolytica cepa HMI-IMSS, fa -
pesencia de particulas que pudiesen comresponder a cromosomas detenminada pon
el ADN en ellas, demostrables pon Ra tineibn de Feulgen (10}, AsZ como Leevar
a cabo un aislamiento, purificacifn y parcial caracterizacidn de este material
genético en Las amibas, hechos que servirdn como fundamento en ef estudio gené
tico de eflas y probablemente explicandn su comportamiento §rente al huésped,



CAPITULO 1
1.- GENERALIDADES:

ta primera prueba neal del papel genético de Los dcidos nucleicos, fue -
pucsta de manifiesto en 1944 (4) con Los trabajos de 0. T. Avery, C. M. -
Macleod y McCanty, quicnes mostrmron que algunas propiedades de fas bacte
nias pueden transformanse mediante La adicibn de ADN diferente al que -
ellas tenfan orniginalmente. Por otho Lade, el conoeimiento de £a estrue-
tuna moleculan de Los genes se inicdb en 1953 con €os thabajos de Wa,t.Aan
y Cnick (33), seralando La presencia del ADN en ellos y atxibuyéndaze a -
este (Ltimo La capacidad de contenen La informacibn genética para que una
céluba progenitora d€ ornigen a células hijas. Pon Lo que en La definicién
de gen ae implica que el ADN es una unidad cuya parte estf preseste en el
cromosoma y bloquimicamente 'ute estd constituldo pon una secuencia de nu-

clebtidos, Los cuales son Los nesponsables de £a sintesls de una protelna.

Los estudios de £os cromosomas en Los protozoarios tiemen intenés desde el
punto de vista evolutivo, Sopina (31) ha demostrado que estos son caracte
nisticos en £a escala biofbgica, asl como fa organizacidén del material ge-
nético; efla ha nealizado estud<os muy completos en ciliados y flagelados.
En el génenro amoeba Lo ha hecho en foama muy parcial, en donde mostné que
Los wicleos de Las amibas contenfan numerosos y diminutos cromosomas Loca-
Lizados en La negibn central del nicleo, 8o cual coincdde al utildizarn Las
técndcas de tincibn como La de Feulgen (10). Asimismo Aﬂaach (2] demostnd
La presencia de ADN en La cromating perifénica, aunque La mayon pante del
ADN sc¢ Locallz6 en el endosoma central del ndcleo, que es el sitio pulned-



pal de concentracibn del ADN.

Inferines que La constitucibn genética en fas diferentes especies de La escala
biolbgica, ha sufaido cambios de seleceidn natural. Esto hace de interés £lc-
van a cabo estudios con amibas en £as cuales unas tienen capacidad de producir
enfermedad y constituin un probfema de safud importante para nuestro medio y -
otras se Localizan en portadones asintomdticos en donde el protozoario aparen-
temente ha perdido su capacidad invasona, aunque monfolbgicamente sean indis-

tinquibles.



cCAPITULO 11

2, - ABREVIATURAS:

ADN = deddo desoximibonucleico

°c. » ghados centighados

EOTA = deddo etilendiaminotetraacético '
G = g}/mvedad

9 * ghamos

M = molarn

me. = miLLlithos

mm3 = milimetros ciblcos

mh = milimolan

ng = miligrnamos

Mg = lu'uwgna.moa

ne = micholithos

[ = noamal

pH = Loganitmo def neclproco de La concentracibn de iones hidribn de -

una soluciln,

Q.P. = quimicamente puro
SRF e solucdibn neguladona de fosfatos
Tais = tnis (hidroximetil) aminometano

u = unidades
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MATERTAL v EQUIPO:

'

Autoclave marca Presto

Agitadon magnético

Asa bacteriofégica

Baiio de hielo

Cdmara himeda

Cdmana de electrofonresis BIO-RAD
Campana de §€ujo Baminarn manca Veco
Centrnifuga Sonvall con refrigeracidn
Fuente de poder LKB 2103

Flujo Laminarn marca Veco

Gradilla

Incubadora Medi-Lab, medelo EH-201
Lémpara de Luz ultravioleta

Mechero

Membrana para didlisis

Membrana milipone de 0.22 um.
Microscopio de fuz

Mcnopipetas de 10, 20, 50 y 100 pl.
Papel §iltro Whatman NI 1
Potencibmetno Cotndng Medical
Refrigeradon.



MATERTAL DE VIDRIO:

Cdmava. de Neubauer
Embudo tatle fargo
Fitro millipone

Matraces Evrlewneyen de 125 y 250 mE. con tapbn de rosca
- Matraces ajorados de 100 y 1000 me, con tapfn esmenilado

t

Pipeta paun gf6bulos blancos
- Pipetas cortas de 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 me.

Pipetas Pasteun
- Probeta de 100 y 500 mi.

Teamdmetro

- Tubos para centailfuga de 50 mf. de pRdstico con tapsn de rosca.

Tubos de vidrio de 15 x 125 mm, con tapin de nosca.
Vasos de precipitado de 250 me.



CAPITULO TV

4.- METODOS

4.1 CULTIVO AXENICO DE Entamoeba histolytica.

4.1.1. CALDO NUTRITIVO TY

Componentes Cantidades en g

" Peptona biotriptasa 3.0
Dextrosa 1.0
Ceonwno de sodio ‘0.2
Fosfato de potasio dibdsdico 0.1
Fosfato de potasio monobdsico . 0.05
Acido ascbrbico 0.02
CRorhidnato de L-cistedina * 0.01
Citnato de amondio §&rrico 0.00228
Agua bidestilada e.b.p. 87.0
PROCEDIMTENTO

Se disoluieron Los neactivos en el onden presentado, en aproxi
madamente 50 me. de agua bidestilada, e ajusté el pH a 6.8 con
hidnéxido de sodio 0.1 M y después se £Levé aun volumen de 87
me. con agua bidestilada. EE medio TV se clanifics mediante -
filtracibn a thavés de papel Whatman N7 1 y se esterilizé en -
autocfave pon 15 minutos a 121°C y 15 Lb. de presién.



4.1.2

d.1.3

SOLUCTON DE VITAMINAS ¥ TWEEN §0
al Sotucitn de vitamina NCTC-107 {micholab).

b) Vitaminas By,. Se pesaron 40 mg. de vitamina Bi2 y se disol
vif en 100 me, de agua destilada. Esta sofucibn se almacend

en frasco dmbar a 4°C.

e} Acido TeStice a 1 mg/ml. Se pesaron 100 mg. de Acido tebti-

co 1 se désoludenon en 100 mE, de aleohol absofuto.

d

Tween §0 al 50%. Se pesaron 5.0 g. de fivcen 80 y se disol-
vderon en 10 me. de aleohol absofuto.

PROCEDTMIENTO

A 100 me, de La sofucifn (a}, se Le adicionion 12 me, de La -
solucifn (b}, 40 ml. de La sofucién (c), 4 mL. de &a solucibn
{d) y 180 me. de agua destilada. Esta sofueidn se csaterifizb -
mediante un §{ltno Millipone, con una membrana de 0.22/1m, Y -

se coloc en pequesios frascos dmban, almacenados a 4°C.

PREPARACTON DEL MEDIO DE CULTTVO TY1-S-33

PROCEDIMIENTO

Para cada 87.0 me. de caldo TY, se adiclonaron en condicicnes
esténiles, 3.0 me, de La solucibn de vitaninas y Tween 80 y 10

me. de suero bovino.



4.1.4

4.1.5

PRUEBAS DE ESTERILIDAD.

Las puiebas que se Llevaron a cabo para detenminan Ea existen-
cia de una posible contaminacidn por bactenias, fueron £08 84-

guientes:

La primera fue {ncubar ef medio TY1-S-33 durante 24 horas a -
37°C., habiendo transcunrnido Las 24 honas, se procedi6 a sem-
bran el medi{o TY1-S-33 en medios de cultive para anaerobios y
aerobios, como son tioglicolato y gelosa sangne con £a ayuda
de una asa bacterioligica. Estos medios se incubaron 24 y 48

honas a 37°C.

En ambas pruebas no se presentb el desarrollo de microongandis-

mos.
INOCULACTON DE LOS TROFOZOITOS AL MEDIO DE CULTIVO TY1-S-33

La cepa de E. Histolytica que se cullivi en cf laboratornio fue
£a cepa HM-1 (propoacionada pon a Q. F. B. Margarita de fa Te
nne, Centno Médico 1.M.S.8.).

Se usaron tubos de ensaye de 15 x 125 nmm. con tapbén de nosca;
pon o general cada tubo contenia aproximadamente 1 x 106 tho

fozoitos /10 me.



4.1.6

1
EL tubo que 8¢ utilizé para inocula% cada matraz, se colocl en
baito de hielo por cinco minutos par desprenden tas células de
fas paredes del tubo, que contenfan 10 m@. del medio de culti-
vo'con 3 x 105 trofozoitos/3.0 me. Esta cantidad fue usada -
para inoculan €as matraces de 125 mb. que contenfan 87 mi. de
caldo TYI-S-33. Despubs se incubaron a 37°C. durante 72 honas.

RECOLECCION, LAVADO YV DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE LOS -
TROFOZO1T0S, MEDIANTE LA TECNTICA DE EXCLUSIOM CON AZUL TRIPA-
NO.

Después de haber obtenido un buen desarrotlo de fas célufas a
Las 77 honas, Los matraces se colocaron en bado de hielo para

promover el desprendimiento de £as cébulas y se colocaron en -
tubos uWeA parn centrifuga de 50 mL. con tapdén de nosca,

Ae’ centrifugaron a 500 Xg y se Lavaron con solucibn salina a -
un pH de 7.

EL procedimiento se repitif siete veces con un volumen total -
de 80 me.

AL terminar cou . lavado de £as célutas, se comprobl La viabi
Lidad de 2os trofozoitos con azul tripano al 0.2%, sc observs
97% de viabilidad.



4.2

4.3

CALCULO DEL NUMERC TOTAL DE TROFOZ0TTOS

Los trofozoitos se ajustaron a una concentracdibn de 2 x 10% célutas/
me. EL nimeno total de células se conts mediante una cdmara de Neuba-
uen y una pipeta para gébulos blancos con Los siguientes cdleulos:

a.b.e. | e

a) Suma de Los cuatro cuadnos grandes de £a edmara de Neubauer
b) Dilucibn de La pipeta 1:20

¢) Facton para deteaminan el vafon por mm3. (10).

d} Nimeno de cuadros (4}

e) Facton para detexminan ef vafor por mL. (1000).

EJEMPLO:
a,20.10
L
EMPLEO DE MITOGENOS PARA FAVORECER LA DIVISION CELULAR

4.3.1 En fonma separada, con tres mitégenss a diferentes tiempos y -

en diferentes dosis.

4:3.1.1 Solucibn de §itohemaglutinina. Esta Lectina fue obtend
da en £0s Laboratonios GIBCO com mimero 670-0576.



4.3.1.2

4.3.1.3

4.3.1.4

13
Solucifn salina amortiguada con fosgatos. Para su pre-

paracin, se pesaron Los sdguientes ncactivos:

- Clohuno de sodio 8.5 g
- Fosfato de sodio dibdsico dihidratado 8.62 g
- Fosgato de potasio monobdsico 2.48 g

Se disolvienon en un Litho de agua destilada y se 2le-
vl a un pH de 7.2,

Solucibn al 25% de Limulus poLyphemus. Obtenida de -
Los Eabonatonios SIGMA CHEMICAL COMPANY con N° L9509,
Se pesaron 250 mg. y se disolvieron en un milibitno de
solucidn sabina amontiguada con fosfatos.

Solucifn al 25% de Phaseolusvulgarnis, obtenida de £os
sabonatonios SIGMA CHEMICAL COMPANY con n® L8629. Se
pesaron 250 mg. y se disoluieron en un mililitro de -
solucidn salina amortiguada con fosfatos.

PROCEDTMIENTO:

Se adicionanon de 0.05 mL. a 0.5 me, de Las tnes diferentes -

Lectinas a La concentracdiln indicada, en senies de tubos pon

duplicado con 7000 amibas axénicas en cada uno, ¢ Se Lncubaron

durante

24, 48 y 72 honas a 37°C.



4.3.2 Prepanracidn de Los cultivos para {avorecer £a mitosd.is.

4.3.2.1 Sofucifn de colchicina, obtenida de Los Laboratorics -
GIBCO con N? 120-5210.

4.3.2.27 Sofucibn hipoténica 0.075 M. Se pesaron 5.58 g. de clo
o de potasio y se disolvienon en un Litro de agua -
destifada.

4.3.2.3 Sofucibn fijadona deido acético-aleohol metilico 7:3.
Se mezekaron 20 me. de deddo acético glacial y 60 ml.
de aleohol metilico.

PROCEDTMIENTO:

A Ros tubos que se incubaron en el inciso 4.3.1., se Les Ltrath
con 0.2 mg. de colehicina durante 30 minutos a 37°C., se colo~-
caron durante 5 minutos en baiio de hielo, se centrifugaron a -
1500 r.p.m. durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y -
al botén de cllulas se Le adicionS sofucibn §ijadona deldo acé
ucé-ucohol metilito 1:3 (5 mililitros}, se dejaron Aeposar -
dunante 20 minutos y se centrifugaron a 1500 n.p.m, durante 10
minutos, se elimins el sobrenadante hasta defar una suspensibn
de células de 0.5 mb., sc¢ tomé un volumen-de esta suspensibn -
mediante pipeta Pasteur y se defaron caer gotas de esta suspen
8.46n desde una altura de un metro sobre un portaobjetos.



4.4 OBSERVACION DE LAS PARTICULAS UTTLIZANDO METODOS CITOQUIMICOS.

4.4.1

4.4.2

Tincibn con Wnight Giemsa especifica para ADN

4.4.1.1 La solucibn Wnight Giemsa fue obtenida de Voul-Sol Me-
dical Industries Inc.

4.4.1.2 Sofucién de gosfato de sodio anhidno al 9.47%. Se pesa
non 9.47 g de fosfato de sodio y se LLevaron a 100 mé.

eon agua destilada,

4.3.1.3 Solucibn de fosfato de potasio anhidro al 9.08%. Se pe
saron 9.08 g de fosfato de potasic y se LLevaron a 100
me. con agua destilada.

PROCEDIMIENTO.

Sc mezevwron 24.5 me. de solucién de fosfato de sodio con 24.5
mf. de fa sofucifn de fosfato de petasio y un mililitro de ia
solucdbn Wnight Giemsa, esta sofucibn fue colecada en Cas fami
in(llas que se prepararon en el inciso 4.3.2 dwwante 3 minutos,
se Lavaron con agua de fa Blave, y e obscrvaron al microsco-

plo.

Tincidn de Feulgen especlfica para ADN

4.4.2.) Acido clenhidnico 1 N. Se tomaron .5 mE. de deido -
clonhidrnico. concentrado y se mezclaron con 91.5 ml.. de

agua destilada.
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4.4.2,2 Reactivo de Schiff. Se pesaron Los sigudentes reacti-

vos:
- Fucsina bdaica 1.0 n
- Metabisulfito de sodio 1.0g
- Carbén activado 0.59

Se mezelaron en 10 me. de deido clorhidrico 1 N, y 200
mililitnos de agua destifada.

' 4.4.2.3 Solucifn de metabisul{ito de potasio al 10%. Se mezela
non 5.0 mg. de metabisulfito de potasio con 5.0 me. de
deido clonhldrico 1 N y 90 me. de agua destilada.

4.4.2.4 Solucibn de verde fuz al 2%.. Se pesaron 2.0 g de vende
fuz y se Llevaron a 100 ml. con agua destilada.

PROCEDIMTENTO:

A Los poataobjetos prepanades en el procedimiento del inciso -
4.3.2., se Les tatl con deido clonhldrico 1 N. dunante un mé-
nuto, despuls se Les cambié a una solucidn del mismo deido pe-
no precalentado a 60°C. dunante 15 minuwtos. Posterionmente e
Lavaron con agua destifada, se Ztrataron coy el reactive de -
Schif4 durante 45 minutos y fuego se Lavaron durante dos minu-
204 en sofucién de metabisulfito de potasio al 10% thes veces;

y se favaron con agua destilada. Adicionalmente se trataron -



4.4.3

Xoit con
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. con solucisn de verde tuz al 2% dunante dos minutos, M. Lava-

agua destifada, se dejaron secar y se observaron al mi

croacoplo.

Tinelon

4.4.3.1

1.o4.3.2

1.4.3.3

4.4.3.4

con verde metil pinonina especifica para AN

Pironina "Y" o “G". Se pesaron 2.0 g de pironina "Y' o
"G" y se disolvienon en 100 mt. de agua destilada. Una
vez bien disuelte se vertieron en un embude de separa-
cibn 'y 8¢ adicionaron 100 me. de clonoformo, ase‘agits

vigorosamente y se defs neposar La mezela hasta La se-
paracibn de Las dos fases, se extrajo el clonoformo y

nugvamente se¢ adicionaron 100 me,, asl hasta completar
10 tavadas.

Alcohof etifico at 70%. Se midienon 70.0 me. de aleokot
etllico absoluto y se adicionaron 30.0 m€. de agua des-
tilada.

Solucidn de verde de metile. Se pesaron 2.0 g de verde
de metilo y se disolvieron con 100 mg. de agua destifa-
da, y se siguil el mismo procedimiento que en el inciso
4.4.3.1.

Solucibn de trabafo. Se mezeloron 9.0 mE. de 2a sofu-
cifn acuosa de verde de metilo al 2% con 5.0 me. de £a
solucibn acuosa al 2% de pinonina "Y' o "G" y 20.0 me.
de agua du;tunda.



PROCEDIMIENTO:

A Los poataocbjetos preparados en ef procedimiento del imeiso -
4.3.2, se _l,u Lavs con ateohol al 708 dos vecu; se trataron -
con La Aown de trabajo durante 15 honas,. se escurnieron en
papel {iltro y se lavaron con agua destilada. Se'abtuwvw;'u al

microscopio.
4.5 OBSERVACION DE LAS PARTICULAS UTTLIZANDO METODOS INMUNOLOGICOS.

4.5.1 1Investigacisn del ADN porn Immunofluonescencia Indirecta.

4.5.1.1 Sotucibn salina amontiguada con fosgatos pH 7.4. 0.15
M.

4.5.1.1.1 Sotucibn 0.15 M, de clomno de sodio. Se pe-
saron 8.7 g de cloruro de sodio y se afora-
aon con agua destilada a un Litro.

4.5.1.1.2 Solucidn 0,15 M de fosfato de sodio dibdsico
Se pesaron 21.3 g de fosfato de sodio dng!Ai:_
co y se aforaron a un &itro de agua destila-
da.

4.5.1.1.3 Solucifn de fosfato de sodio monobdsico 0.15
M. Se pesaron 1.80 g de 4“(9,&; de sodio mo-
nobdadico y se aforaron con 100 m. de agua
destilada,



PROCEDIMIENTO:

Se mezelasan 900 me, de fa sofucddn 0.15 M, de cloenwre de so-

dio, con:

100 me. de €a sclucidn 0.15 M, de fosfato de sodio dibdsice, y

10 me. de sclueifn 0.15 M. de fesdato de sodio monobdsico.

EC pH 8¢ neguls a 7.4,

4.5.1.2 Antigamnaglobulina fuerana producida en cabaa y conjuga

da con {{Soticedanato de fluctesceinal.

4.5.1.3 Sueno anti-ADN ¢btenido de paciente enfewnc de Lupus -

enditematoso diseminade con tltuos de mds de 107 u/me.

PROCEDIMTENTO:

Se cbtuviercn 1 x 10% trofozoitos/me, con Pes que se Llevé a -
cabo una dcCucd® 1:1000. Se tomé una gota y s¢ cclocd en 1 -
portaobjeto previamente Limpio y desengrasade, ste se colecd
cn una estufa a 37°C., hasta que se seed La gota. Sobre La go-
ta seca se celocd el suero anti(-ADN obtenddo de paclente enfen
mo de Lupns eritematoso disoninade, EE pontacbfeto se colocd -
en wia cdmara himeda a 377 €., durante 30 minutos. Después se
Lav6 con sciucidn salina amertiguada con fosfatos tres veces

dunante 10 miwtos, con athaulEn y se defaron secar a tempeaa

tura ambiente.
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Una vez secos, se Les coleoed ol suero antigammaglobulina §luo
nesceinade ¢ se defaron nuevamente en £a cdmara fulmeda dunante
15 minwtos a 37°C.  Se Lavé nuevamente agitando suavemente a -
temperatura ambiente constantemente; posterionmente se coloed

ta faminilla en una solucibn Azul de Evans al 5% durante 20 mdi
nutos, Se favd €a Laminilla con agua destifada y se def6 secan,
sobre fa Laminitlfa se puso glicendina a 90% 2ibre de §fuones-

ceina, Pon dltinu, se colocd un cubreobjeto sobre 2a tlencién

de £a Lamindi€ia y se sell6 el pendmetro de Esta con bawniz.

4.6 ATSLAMIENTO DEL ACIDU DESOXTRRIBONUCLEICO (ADN] DE E. HISTOLYTICA EN
GRADTENTE DE CLORURO DE CESIO.

4.6.1

4.6.2

Sofucifn neguladona de fosfatos 0,15 M. pH 7.1. Se pesaron -
4.5 g de cloruro de sodéo, 2.5 g de fosfato de potasio monobd-
sdco y §.09 g de fosfato de sodio dibdsico. En el onden descal
20 se disolviernon fas sales en 500 me. de agua bidestitada, sc
ajusté a un pH de 7.1 y se £Levé a 1000 me.

Soluul.dn neguladona de £Ls46 pH 7.8 Acido Etilendiaminotetra-
cético 0.1 M {EDTA)., Trishidroximetilaminometano 0.05 M. - -
{TRIS) ¢ Sancosyl al 0.5%.

Se pesanon 37.23 g de EDTA, 6.0 g de TRIS y 2.0 g de Sarcosy?.

Se disouienon Los neactivos cn 5-0 mf. de agua bidestilada es

TEnil, se ajustsd a un pH de 7.0 con deido clonhldrdico 0.1 N. g



4.6.3

4.6.4

4.6.6
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Ae afond a 1000 mi.

Solueibn de enzima ribonucleasa IOO/Ag/mC. Se prepand una solu
cibn que contenda 10 mM de TRIS y 15 mM de cloruro de sodio, -
afustados a un pH de 7.5. Para ello se pesé 1.85 g de TRIS, -
0.43 g de cloruro de sodio. Se disofuieron Las sales en 250 me.
de agua bidestilada esténil, se ajusts a un pH de 7.5 y se L2e
vf a 500 mE. Con 1.0 mf, de esta sofucidn, se reconstituyernon
Los 100 pig de La enzima Blofildzad:

Sofucibn de enzima Profeinasa K 100 ug/me. Con 1.0 me. de -
agua bidestilada csténil se reconstituys 100 pa de £a enzdma
Llogilizada,
Colonante Hoechst NT 33258 cspeclfico para el ADN.
EL colorante se disofvil con agua bidestilada esténil; se pre-
pard una sofucién a una concentracibn de 200 ug/me.

/

Solucidn satwrada de Clomno de cesto pH 8.5 en TRIS 0.02 M.

4.6.6.1 Sotucidn TRIS 0.02 Y.: se pesd 1.21 g de TRIS ¢ se di-
s0lvid en 250 mE. de agua bidestilada esténil, se djus
16 a un pH de 8.5 y se aford a 500 me.

Se pesaron 130 g de clurono de cesdo y se disotv.ieron en 70 mE.,

- de sofucidn TRIS 0.02 M. y una vez disuelto se §itnd por me-

dio de una membrana millipone de 0.22 micras de didmetro.
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4.6.7 Tsopropanof marca Bayer Q. P. Se utilizd sin diluir.
PROCEDIMIENTO:

Se favaron 1 x 107 amibas en tubos de plhstico esténiles de -
50.0 mt. con solucibn salina amortiguada con fosfato pH 7.'1, -
se centrifugaron a 1250 x g 10' 4°C (6 veces).

EL sobrenadante se decants. Finalmente al paquete celular se
Le adicionaron 9.0 mf. de sofucibn negubadora de Lisis, poste-
nionmente se adicionaron 100 palm. de fa sofucibn de enzima aibo
nucleasa A (4.6.3) y se incubl 3 honas a 37°C. Seguida de esta
incubacidn se adicionanon 100 }Ag/m&. de 22 Aatuu:in de enzima
Proteinasa K (4.6.4) y se Lncub6 a 65°C. durante 2 honas, al -
cabo de este Liempo, se¢ agnregf 1.0 mf. de coforante Hoechst es
peclfico para ADN y se incubl a temperatura ambiente durante -

15 minutos.

En un tubo Beckman NO 342414 de pldstico que contenia 30.0 mL.-
de cforuno de cesio saturado pH 8.5 se incorpors el Lisado, en
seguida se sells el tubo por medio de calor, fuego se metis a -
una centrifuga marca Bechman L8-55 noton V11-50 durante 18 ho-

nas, a 167,151 Xg a 4°C.

AL cabo de este tiempo se sacd el tubo de fa ultracentrifuga y
con La ayuda de una Ldmpara de fuz ulbtravioleta se fotografia-
ron Las bandas de ADN presentes en el tubo.
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Estas fueron separadas puncionando e tubo de pldstico.

Cada una de £as bandas {superion e inferior) se Lavaron con -

 4sopropanol en una nefacibn 1:1, se mezels duavemente g se de-

jaron separan Las dos fases; con una pipeta Pasteun esténil se
netins La fase superion que contenfa el <isopropanol. Este lava
do se realizd dos veces mis.

4.7 PURIFICACION DEL ADN

4.7.1

4.7.2

Dideisis del ADN

Una vez Lavadas Las bandas superion e inferdior, se deposits el
volumen de cada una de effas en dos bolsas para dializanlas en
agua bidestifada esténif con agitacibn durante 48 horas, cam-

biando ef ‘agua cada 6 horas.

Afuste de solucidn donde se encontraba ef ADN a una concen-
tuaeibn de acetato de sodic 0.3 M. pH 5.2,
4.7.2.1 Soucién de acetato de sodio 20 M. pH 5.2.

Se pesaron 272,18 g de acetato de sodio y se disolvie-
non en 100 me. de agua bidestilada estérnil y se ajusté
a un pH de 5.2.

PROCEDIMIENTO:

A La s0Lucidn donde se encontraban cada una de Las bandas de



4.7.3

4.7.4

4.7.5
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ADN se adicionf ef vofumen necesario de Acetato de Sodio 20 M.
hasta tenerlas a una concentracibn final de 0.3 M,
Precipitacibn del ADN con etanol absofuto a 4°C.

PROCEDIMIENTO:

En dos tubos Conex Beckman siliconizados se midiS el volumen -
de cada una de £as bandas y se precipits el ADN con etamol ab-

_ sotuto en una nelacibn 1:2.5 voldmenes.

EL ADN en etanof absoluto se congel§ a-20°C. dunante 24 honas.

Separacidn del ADN por centrifugacién a 12,000 x g.
PROCEDIMIENTO:

Los tubos que contenian el ADN precipitado se cofocaron en una
centrlfuga marca Sonvall RC-SB para centrifugarfos a 12,000 X
g dunante 30 minutos a 4°C. ’

Extraceibn fendlica de cada una de £as bandas.
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4.7.5.1 Solucibn fenol; cloroformo-aleohol isoamifico en una
proporedidn 24:1. A esta mezela se adiclons beta-mer-
captoetanol e hidroxiquinoleina, ajustada a una con-
hacibn det 1%,

PROCEDIMIENTO:

En dos tubos Conex se midi6 el vofumen de cada una de £as ban-
das y se adiciond un vofumen igual de La sofucifn preparada en
el ineiso 4.7.5.1, y se centrifugaron Loa tubos a 1,200 Xg du-
nante 5 minutos a Lemperatuna ambiente.

Posterionmente con pipeta Pasteur esténil se necupers el ADN -
de cada una de fas bandas y se repitis fa extraccibn fenblica
una vez ms. AL ADN de cada una de £as bandas se fe adicions
el volumen necesarnio de acetato de sodio 20 M. para Llegar a
tener una concentracién final de acctato de sodio 0.3 M.

EL ADN se repreciplts con etanol absoluto a 4°C. en proporcibn
1:2.5. Se negnigeraron Los tubos durante 3 horas a 4°C y se -
centrifugaron a 12,000 Xg durante 30 minutos a 4°C. EL ADN se
colocd en un rotavoporizadon Savan speed vae. concentrator du-

nante 20 minutos

Finatmente e diluys cada una de Las bandas en 500 pl. de agua
bidestifada esténil.
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4.8 CARACTERIZACION PARCIAL DEL ADN POR ELECTROFORESIS EN AGAROSA AL 0.7%

4.

8.1

Enzimas de nestriceibn wtilizadoa jo4a La digestidn def ADN.
Biofabs New England.

Se utildizaron considerando que 2.0 U de enzima son necesarias

para digernin I/Lg de ADN,

4.8.1.1 Sma con una actividad especifica de 4 Ujul

4.8.1.2 Hind-T11 con una actividad especifica de 5.8 U//xl

4.8.1.3 Hpa-11 con una actividad especlfica de 3.5 »u//u’.
4.8.1.4 MNSP-T con una actividad especifica de 20 Uoll
4.8.1.5 ALU-T con una actividad especifica de 10 u//d,
4.8.1.6 PST-1 con una actividad especlfica de & Uau
4.8.1.7 Sau-3-A con una ac&ividad especifiea de 1 Unt
4.8.1.8 Solucién neguladona de EDTA

PR(;CEDIMIEI\" i

A 7 tubos eppendonf se Les coloel 3 /:.z de ADN de fa banda supe
adon en cada uno, y de {gual fonma se depositaron en oirgs 7 -
tubos eppendonf 3 p& de ADN de fa banda infenion, posterionmen
te se adicionaron a cada uno de Los 14 tubos 3 uf de sofucibn

neguladona 10X y se caleuld el volumen de agua bidestilada es-
il necesania para que cada tubo tuviera un'vofumen §inal de

30 pe, considenando el volumen de enzima que se adicionania a
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cada tubo posterionmente, asi como se muestra en £a TABLA N7 1.

Posteriormente se {ncubaron Los catorce tubos Eppenderf 5 hrs.
a 37°C, despubs de este tiempo, se adicionaron 6 ul. de EDTA -
0.5M PH = 8.0 adicdlonada de Fjcoll 400 al 30% y de azul de -
bromodenct at 0,25%.

Preparacisn de gel de agarosa af 0.7% con bromuwro de etidium,

4.8.2.1 Solucibn neguladora de trhis bonatos 0.089M PH §.

Se pesaron 54.0 g de Tnis base, 27.5 g de deido bbni-
co y se disolviernon en 2,500 ml. de agua bidestilada
esténil y se adicionanon 20 me. de EDTA 0.5 M y se a-
fusts a un p de 8 y se aforns a 5 £ts. con agua bides
tilada esténif.

PROCEDIMIENTO:

Se pesaron 2.1 g de agarosa y se disolvieron en 300 mE de La -
solucdibn reguladora de Tads-boratos 0.089 M PH §.0 y sobre una
placa de vidrio de 21 x 22 om. se v.irtid La agarosa hasta obte
ner un espeson de aproximadamente 5 mm., se colocS sobre cf -
gel un adaptador para practicar 20 pozos en RLos cuales se -
colocanon Las muestras, fuego se puso el gelf en una cdmara pa-
ra electrofonesis horizontal utilizando una sofucién negulado-
ag para el corvnimiento de Las muestras de Tais-boratos 0.089 M
PH = 8.



ADN ADN SOLUCION  AGUA BIDESTILADA SOLUCION

TUBO ENZTMA B.S. B.1. .10 ESTERIL oA EDTA. e

1 pa/me l/lg/ml /ul yea 0.5 M PH=8
1 Sma 3 - 3 22.5 1.5 6
2 Sma - 3 3 22.5 1.5 6
3 Hind-111 3 - 3 22,97 1.03 6
4 Hind-111 - 3 3 22.97 1.03 6
5 Hpa-11 3 - 3 22.29 1.71 6
6 Hpa-11 - 3 3 22.29 1.7 6
7 HsP-1 3 - 3 23.7 0.3 6
8 HSP-1 - 3 3 23.7 0.3 ]
9 ALu-1 3 - 3 23,4 0.t 6
10 ALU-T - 3 3 23.4 0.6 6
1" PST-1 3 - 3 23,25 0.75 6
12 PST-1 - 3 3 23.25 0.75 6
13 SAU-3A 3 - 3 18 6 6
14 SAU-3A - 3 3 18 3 6

vigy1l

N
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Se colocanon en £o0s pozos 20 muestras en el sdigulente onden:

POZ0
1 Mancadon  HIND 111 20 pt
2  ADN BANDA INFERIOR 1ol
3 ADN BANDA SUPERIOR 10 ut
4 Muestra del Tubo 1 30/1,&
5 Muestra del Tubo 30 ut
6 Muestra del Tubo 30 e

4
3
7 Muestra del Tubo 4 30/1.2
8 Muestra del Tubo 5 30 pt
6
7
8
9

9 Muestra del Tubo 30t
10 Muestra del Tubo 30 pe
11 Maestra def Tubo 30 e
12 Muestra def Tubo 30 pe
13 Muestra def Tubo 10 30 pe
14 Mucstra del Tubo 11 30 pe
15 Muestra def Tubo 12 30 pt
16 Muestra del Tubo 13 30 pe
17 Muestra def Tubo 14 30 pt
18 ADN BANDA INFERIOR 10 pe
19 ADN BANDA SUPERIOR 10 ut
20 MARCADOR G Hind 111 20 pe

y e aplicaron 30 volts durante 18 hns. AL cabo de este tiem
po se £2ev6 el gel af transifuminadon de fuz ultravioleta y -
se tom§ fotografda.



CCAPITU LY Y
5.~ RESULTADOS:

vL‘aA nesultados obtenidos del empleo de Lectinas como fitehemaglutininas Li
mufus polyphemus y phaseolus vulganis obtenida de GIBCO Laboratories que
se utilizaron para favorecer La divisibn celular en Los cultivos de amibas,
dienon poea Zn5ohmau:6n. pued Las panticulas de ADM fueron poco visibles,
por Lo que decidimos utifizan otras téenicas para demostran fa presencia -
del material genftico en Las amibas utifizande métodos citoquimicos. Las-

§iguras 1y 2 muestnan €a tincifin de Giemsa especifica para ADN,

FIGURA 1: Tineifn con Wnight Giemsa especifica para ADN.
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FIGURA 2: T.ineibn con "Giemsa" después de 72 horas de haber incubado Las

amibas a 37°C.

FIGURA 3: Tinci6n de Feulgen (10) especifica para ADN. Las tinciones fue-~
-non contrastadas con sofucién de vende fuz al 2% duwrante dos mi-

nutos y posterioamente fueron Lavadas con agua bidestifada.
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FIGURA 4: . Tincion de Feuwfgen. Se observa el ADN de colon magneta -
distnibuldo en forma frregular en Los nicleos de fas amibas,

asl como La tineibn de verde metlf pironina, tambibn especifi-

ca para ADN como se muestha en Las figuras 5 y 6.
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Otro de Los procedimientos utilizados fue mediante téenicas Lnmmunolbgicas
por dnmunodluonescencia indinecta, en donde se visualizf fa presencia def
ADN, como se muestra en Las figuras 7 y 8

FIGURA 7

FIGURA 8
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'jda cum se ymc,.smtau eiba ugu}m 9 _I ﬂum&newte en Ia mum 10 se pre-
Aenm . caaaotwmudn pa)tcuzﬂ mcduzn.te demogonuu de &u doa bandaA
‘i"abtemdxu de’ ADN dunante el mtanu.ento u,touzamo pa/m euo siete cndonu.

""c,t’.ea«sa.& de nestricetbi.

© FIGURA 9: Adlstamiento del ADN en gradiente de cloruro de ceddo.
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FIGURA 10: Caracterizacidn parcial de fas dos bandas obtendidas durante el
alsfamiento del ADN.
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CAPITULO VI

6.~ DISCUSION:

Como ya se mencionS anterdlormente, Los estudios relacionados con el mate-

nial genético en Las amibas fueron indiciados por Sopina (31}, quien hizo -
notar La presencia de diminutos cromosomas en ef endosoma de su micleo, va
ndando €stos de acuerdo a fa especie de £a amiba; &in embargo, en este tra
bajo se sefialé que no fueron muy visibles Las diferentes etapas de fa divi

8.06n nuclean.

Pon otro fLado, L0s estudios de Monales (19) con E. invadens mostraron cla-
aamente algunas etapas de divisibn nuclear dunante el enquistamiento, La

observacibn de estos resultados nos motivé a utilizan Lectinas y favorecen
La mitosis con el objeto de determinar fa monfologia de Los cromosomas. Es
20 a nuestro fuicdo tiene importancia ponque sitda fa etapa filogenética -
de fas amibas nefacionada a La cenfonmacibn del contenido genético de -
etlas.

Nuesthos intentos tratando de visualizan £os cromosomas utilizando Lecti-

nas dieron como resultado La observacidn de pequedas particulas que, a -
nuestro juielo, podadan cortesponder a chomosomas, probablemente 84 La ob-
servacibn se hubiera hecho al microscopio electrdnico tendriamos una infonr

macibn mis completa.

Sin embargo, ,con Las Linciones especlficas para el ADN utilizadas, pudimos
observan La cromatina perifénica def ndeleo distribuida en fonma muy Lvee-
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¢ .2, asl como sedalar que el endosoma nuclear no fue central,

Otra metodoogla que utilizamos para La demosiracidn del contenido de ADN -
en fas amibas, fue utibizando téenicas de inmunoffuoncscencia indinecta, -
donde claramente observames que el contenddo de ADN estuvo presente en eof -
ndcleo distribuido en forma integular.

EL primers en aislar ef contenido de ADN de fos nicleos de diferentes cepas
de E. histolytica utilizando un gradiente de clonunro de cesdo fue Reeves -

(23), quien demostrd que &ste fue diferente de acuerdo a £a especie de ami-
ba utilizada. Asimismo L6pez Revilla (17), mostrd que habia feuctuaciones -
en el contenido de ADN alsfado de diferentes cepas de amibas, tratando de -
helacionan La diferente cantidad de ADN, con patogenicidad. EL probfema se -
presenta cuando en dos cepas de E. histolytica monfolbgicamente {guales, --
una es capaz de producin {nvasividad a dnganba Y La otra se componta en for
ma comendal. Sin embargo, La metodologia utilizada pon Los dos autores ante

nionmente mencionados, data de hace mds de 10 aifos, por Lo que pensamos que
208 nesultados podrlan modificanse considerablemente utifizands una metodo-
Logla mds actualizada.

Muestho trabajo consistib en aistar ef ADN de E. histolytica cepa HM-1y -
Leevar a cabo con ella una purificacifn ¢ caracterizacifn parcial wtifizan-
do sdiete enzimas de nestriceibn como se muestra en Las figuras 9 y 10.

Una de Las enzimas de nestrniceibn utilizada fue Sma, "que al J{qual -

que Hind-111 .tiene un comporntamiento semefante en £a banda inferion, .
8L consdderamos que Sma nompe enfaces entre guanina y Citosina en donde se
presenta fa sigudente secuencia 5 ..cpCpCp.;.cpcpcp..s' y que Hind-11T rom-
pe enfaces entre adenina y adenina en La secuencia 5'. .Ap;ApGpCprTp.J'
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podemos Aseiialar por ¢l tamaiio de Los fragmentos, que estas Aecuencias no es-

thn presentes en el ADN de fa banda inferion. Pon Lo contrario, en La banda
supenion 81 estén prnesentes, pues aunque fa hidr6lisis fue pequeiia, Esta se
obsenvs obtenibndose fragmentos que pueden comnesponden a un contenido de -
23,130 pares de bases con un peso mofeculan aproximado de 15 x 108 p. Con -
La enzima Hind-171 {30}, estos fragmentos foamados contlenen entre 9,414 y
23,130 panes de bases y su peso moleculan estd entre 6.12 x 106 y 15 x 104

0.

Con Lo que respecta a Las endonucleasas Hpa-1T1 y Msp-T1 (26,29), Las dos hi-

dnolizan ef enlace entre Citosina y Citosina en fa secuencia a 5'.. m szcp—
GpGp...3' La diferencia es que Hpa-11 no actfia sobre el enface Citosdina-Ci-

tosina cuando La base se encuentra metilada; fa actividad de Hpa 11 que se
presentd con £a banda supernior dic fragmentos con un nfmerno mayon de 4,371 -
panes de bases y un peso molecular de 2.84 x 106 D. Sin embargo, con La ban
da inferion, La enzima Hpa-11 no presents ninguna actividad. Lo que propone
mos es que La decuencia en donde se encuentra el enface que rompe esta enzd-

@ estaba metilado,

Otra de fas endonucleasas fue Map-1 (6, 28}, 84 consideramos que ecata enzi-
ma presenta actividad cuando estd presente la sigulente secuencia 5'..Cp§..
CpGpGp. .3 al €levar a cabo La hidr6eisis con Las dos bandas obtenidas de -
ADN pudimos observan que con £a banda superion se fonmaron fragmentos con un
nimero de bases aproximado de 4,371 y wn peso moleculor de 2.84 x 106, ha-
biendo con La banda infenion una mayon actividad, pues Los §{ragmentos forn-

mades presentaron un ndmero  de pares de bases de 2,028 y un peso molecu-
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fan de 1.32 x 10°. Cabe seiatar que el hatlazgo de encontrar el ADN de fa
amiba con bases metiladas es interesante, pues de acuerdo a Lo repontado -
por Cooper y Whittaher {2, 34), se incide que en La escala 5wgw¢€€m -
Los ADN poco metilados connesponden al ADN de Los insectos, el ADN mediana
mente metilado a £os artrbpodos y en Los ventebrados se presenta el ADN me
tilado en forma mds impontante; por otro fLado, podrla pensarse que este -
puede sen un mecanismo de defensa en contra de £as vtwnubqua son Libena-

das por otras bacterias, asl como de sus propias enzimas.

En nelacifn a La actividad presentada pon fa endonucleasa Alu-1 (24}, ésta
nompe enlaced con fa secuencia 5'..ApGpSCpr..3’ el resubtado obtendido -
dio La fommacifn de {ragmentos con un wimero de pares de bases entre 6,557
y 4,371 y un peso moleculan entre 4.26 y 2.84 x 106 Daltones.

EL compontamiento con £a banda inferion, fue el obtener fragmentos mds pe-
queiios, siendo €atos de 4,371 pares de bases y un peso mofecular de 2.84 x
106,

Otra enzima de nestriceifn que utifizamos fue Pst-1 {29], esta endonuclea-
sa tiene ta capacidad de romper el enface 5' ..CprGpA;SGp.J’ . ER nesults
do de £a accifin enzimbtica sobre La banda superion de ADN después de £a e-
Lectrnofbresis dio como nesultado que se foamaron fragmentos fargos y €stos
al compararlos con Los fragmentos del ADN del Fago Lamda utilizado como in

dicadon de pesos moleculares conocidos, dio como nesulbtado que aproximada-
mente L0s fragmentos obienidos contenian entre 6,551 y 4,371 pares de ba-
4es, Situfndofo con un peso molecular entre 4.26 y 2.8 x 106 Dattones.
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Con €a banda inferion no hubo accidn enzimdtica, por Lo que inferimos que -
en el ADN de esta banda no habia una secuencia de bases donde estuviera pre
sente adenina y guanina vecinalmente, puesto que fa imagen observada fue se
mefante a cuando con esta banda se £Levé a cabo La electroforesis sin tha-

tarla con ninguna enzdma.

En relacibn a La hidrnbLis<s, producida pon La endonucleasa Sau-3A (32), La -
actividad desavwollada sobnre el ADN es en Los sitios donde La secuencia e
s'.. SGpAprCp..S', siendo muy activa, pues Los fragmentos del AON en ga -
banda supenion comrespondienon a 2,327 panes de bases, con un peso mofecu-
Lan de 1.5 x 106 Daltones, £o que nos indicé que esia secuencia edid presen
Ze en el ADN de £as dos bandas estudiadas.

De Los nesultados obtenidos podemos concluin que se pudo alslarn y purifican

el ADN de E. histolytica {fevando a cabo una caracterizacibn parcial con en

zimas de restricedibn, dando a informacibn de qué Lipo y de qué secuencda -

de bases estd constituido el ADN de E. histolytica, asl como £a presencda de
.bases metiladas, £o cual no se habla nepontado para esta amiba y tlene {mpor
tancia porque £a sitda como un protozoanio muy peeuliar, de acuerdo a £a es-
cala biotbgica que £e corresponde, cheemos que edtos estudios dardn una pau-
ta de comparacibn al estudian ef ADN de otras cepas de E. histolytica, cuyo

compontamiento es diferente grente al huésped, asl como un megjor conocdimden

2o de La caracteristica biokfgica de este protuzoario.
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